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Capítulo 1 
 
Introducción 
 
La síntesis de nucleótidos, necesarios para el metabolismo celular, puede darse por dos 
mecanismos (Figura 1.1). El primero de ellos es la síntesis de novo que utiliza, dióxido de carbono, 
aminoácidos y derivados del tetrahidrofolato (TFH), como materia prima; mientras que el segundo, 
la ruta de salvataje de purinas, realiza la síntesis a partir del reciclado de bases preformadas. Esta 
segunda vía requiere de una enzima clave, la Hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT, por sus 
siglas en inglés).  
A diferencia de los mamíferos, los parásitos protozoarios como Trypanosona ssp., 
Leishmania spp., o Plasmodium spp, únicamente pueden sintetizar nucleótidos por medio de la ruta de 
salvataje de purinas. En este contexto bioquímico, la esencialidad de la enzima ha sido demostrada 
para Leishmania donovani, Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi (Boitz et al., 2006; Dawson et al., 
1993; Freymann et al., 2000), e incluso para Mycobacterium tuberculosis, una bacteria que si bien es 
capaz de realizar síntesis de novo, no es resistente a la falta de HPRT (Griffin et al., 2011; Le Nours et 
al., 2011). Algunos representantes de estos géneros, son responsables de endemias tales como el 
Mal de Chagas, la Leishmaniasis, la malaria o la tuberculosis, otorgándole relevancia a la enzima 
como blanco de drogas antiparasitarias, dado que aprovechando dicha auxotrofía, se podría inhibir 
la proliferación del parásito dentro del hospedador. 
En este trabajo de Tesis, nos enfocaremos en el estudio de la variante HPRT de 
Trypanosoma cruzi (TcHPRT). 
Actividad enzimática y clasificación 
La HPRT, pertenece a la familia de las PRTs, que son enzimas implicadas en la síntesis y 
recuperación de nucleótidos, purinas y pirimidinas. No obstante, entre los miembros de esta familia 
también se pueden encontrar reguladores de la transcripción de genes involucrados en las mismas 
rutas mencionadas (Sinha et al., 2001).  
Las enzimas PRTs, catalizan el clivaje del pirofosfato (PPi) del 
5-fosforibosil-α-pirofosfato (PRPP), como consecuencia del ataque nucleofílico por parte de una base 
nitrogenada, que funciona como segundo sustrato. Tal sustrato, podrá ser adenina, hipoxantina, 
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guanina, xantina, u orotato (entre otros), y será quién le dará el nombre a la enzima. Así, la HPRT, es 
la enzima que se encarga de catalizar el reemplazo por la base hipoxantina (Hx), dando lugar a la 
formación del producto, inosina monofosfato (IMP). Sin embargo, esto no significa que cada enzima 
solo pueda intervenir en una única reacción, sino que hace referencia a que su acción ocurre 
preferentemente sobre una base. Se ha reportado que la HPRT cataliza también la interconversión de 
guanina (razón por la que se la llama indistintamente HPRT o HGPRT), y de xantina, aunque esta 
última en menor medida (Figura 1.1). Del mismo modo, la XPRT, une xantina como base principal, y 
guanina con menor afinidad (Craig III et al., 2000).  
 
Figura 1.1. Diagrama de la ruta de reciclaje de purinas. En la parte superior de la imagen, se muestra el 
resultado de construir el nucleótido, sobre la molécula de PRPP, utilizando para ello la síntesis de novo. Esta 
reacción ocurre en una gran cantidad de pasos, que se omiten en la imagen. Sobre la molécula final (IMP), se 
indican los precursores de cada átomo (con flechas). En el reto del esquema, se muestran simplificadamente, 
los pasos involucrados en la síntesis de purinas mediante la ruta alternativa (única presente en los parásitos). 
En la vía principal, la Hx reemplaza al PPi en la molécula de PRPP, generando IMP a través de una reacción 
que involucra a la HPRT. Esta enzima a su vez, está implicada en la recuperación de GMP. El producto, IMP, es 
precursor de ambos nucleótidos, AMP y GMP. Por su parte, la XPRT, es la enzima encargada de la 
recuperación de xantina; en tanto que la de adenina, ocurre por medio de la APRT (o también de la 
adenosina quinasa). La adenosina deaminasa cataliza la interconversión de adenina en hipoxantina (Craig III, et al., 
2000; Ullman et al., 1997). 
En el Capítulo 4, se estudiarán los detalles de la reacción enzimática, sin embargo, vale destacar 
que se trata de una reacción reversible, que ocurre, en principio, a través de un mecanismo ordenado 
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y secuencial, donde la molécula de PRPP se une en primer lugar, y  seguidamente se da la entrada de 
la purina, al sitio activo. Cuando la catálisis finaliza, ocurre la liberación de los productos, también en 
forma ordenada, sucediendo en primer lugar la liberación del PPi, y posteriormente la del 
ribonucleótido (Craig III, et al., 2000; Sinha, et al., 2001). 
Aspectos estructurales relevantes de las HPRTs 
Los miembros de la familia PRT, pueden ser diferenciados en dos grupos considerando 
aspectos estructurales y catalíticos. El Tipo I nuclea a las PRTasas propiamente dichas, enzimas que 
poseen un motivo de unión a PRPP. Este grupo, se caracteriza por un plegado común de tipo α/β, 
que consta de un dominio principal conocido como núcleo, formado por al menos 5 láminas-β, 
paralelas, rodeadas de 3 o más hélices α; y un subdominio, conocido como capucha, de longitud 
variable. Este subdominio, está formado en general por pocos residuos, que involucran a las regiones 
N y C terminal (NTR y CTR, respectivamente) de cada enzima, y el loop que une a la base 
nitrogenada. Dentro del Tipo I de PRTs, encontramos a las orotato PRTs (OPRTs), las glutamina-
PRPP amidotransferasas (GPATs), las uracilo PRT (UPRT), y las mencionadas, APRT, XPRT y HPRT 
(Focia et al., 1998; Monzani et al., 2007).  
Las proteínas pertenecientes al Tipo II, en general, no poseen el mencionado motivo de unión 
de PRPP, y en su lugar poseen un bolsillo para la unión de fosfatos. Se caracterizan por tener un 
plegado compuesto por un dominio N-terminal α/β y uno C-terminal del tipo barril α/β. Ejemplos 
de este grupo los componen, una enzima clave en la biosíntesis de novo de 
nicotinamida adenina dinucleótidos (NAD), la quinolinato PRT (QAPRT), en 
Mycobacterium tuberculosis y Salmonella typhimurium; y una enzima clave para la recuperación del 
ácido nicotínico, en la ruta de salvataje del NAD, la ácido nicotínico fosforribosiltransferasa (NAPRT) 
de Saccharomyces cerevisiae (Chappie et al., 2005; Focia, et al., 1998; Monzani, et al., 2007). 
Nuestra proteína de estudio, la TcHPRT (EC 2.4.2.8 o inosina monofosfato:pirofosfato 
fosforribosiltransferasa, según IUBMB), es una proteína globular de 221 aminoácidos, que pertenece 
al Tipo 1 de la familia PRT. Su sitio activo está formado por cuatro loops altamente conservados que 
se encuentran localizados en una hendidura entre los dos subdominios (Figura 1.2). Si bien en 
bibliografía, estas regiones se denominan loops 1 a 4, tal nomenclatura considera únicamente los 
bucles involucrados en la catálisis, y ya que a lo largo de nuestro trabajo haremos referencia a otras 
regiones de la molécula, nos vemos en la obligación de renombrarlos, en función del número 
secuencial de residuos aminoacídicos. De esta manera, podemos decir que los 
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loops 50-54, 81-92 y 114-117, pertenecen al núcleo de la enzima, mientras que el loop 161-181 forma 
parte del dominio capucha.  
Desde que fue cristalizada en 1998, se ha utilizado la estructura contenida en el código 
PDB 1TC2, como estructura de referencia para la enzima de T. cruzi. Esta estructura, fue obtenida a 
muy alta resolución (1.8 Å) y es una de las pocas que cuenta con una molécula de PRPP, Mg+2 y un 
análogo de la Hx, la 7-hidroxi-pirazolo[4,3]pirimidina, ubicados en su sitio activo. A su vez, en esta 
molécula también logra definirse el loop 81-92, una región muy flexible, que difícilmente cristaliza 
(Focia, et al., 1998). En el panel A de la Figura 1.2, se puede analizar la composición de cada 
subdominio de TcHPRT, aunque cabe destacar que se trata sólo de una aproximación, ya que el 
loop 161-181, se despliega sobre el núcleo de la enzima, dificultando la delimitación de los mismos. A 
su vez, en esta imagen, es posible relacionar la posición de la CTR, con la del sitio activo, lo que 
servirá de referencia en el futuro. Por su parte, al realizar sobre esta estructura, un giro de 90 ° 
(panel B), se puede observar cómo los residuos de los cuatros bucles mencionados, se disponen de 
forma tal, que ayudan en el posicionamiento de los sustratos y brindan una posible protección de la 
reacción frente al solvente (ver más adelante). 
 
Figura 1.2: Estructura de la TcHPRT. Para simplificar la visualización, sólo se muestra una de las subunidades 
contenidas en el PDB:1TC2. (A) Se indican los subdominios capucha y núcleo; la ubicación de la NTR y de la 
CTR; y se resaltan los bucles que forman el sitio activo: loop 50-54 (verde), loop 81-92 (rosa), loop 114-117 (azul) y 
loop 161-181 (celeste). (B) Representación de la molécula luego de un giro de 90 ° y un acercamiento, que 
expone de frente a la CTR y al loop 81-92. Obsérvese cómo el bolsillo del sitio activo, queda conformado por los 
cuatros loops mencionados, y la reacción es presumiblemente, protegida del solvente. Dentro de este bolsillo, se 
puede observar la ubicación de la molécula del PRPP (amarillo y rojo), y de un análogo de la Hx (celeste y 
azul). 
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Necesidad de una inhibición selectiva 
Entre 1964 y 1965, William Leo Nyhan, William Oliver y Michael Lesch, describieron en 
humanos, una enfermedad caracterizada por trastornos de conducta (automutilación), disfunción 
neurológica, y aumento en los niveles de ácido úrico, conocida posteriormente como 
Síndrome de Lesch-Nyhan. “A syndrome consisting of hyperuricema, mental retardation, choreoathetosis and self-
destructive biting has been described in two brothers aged five and eight years (…) The daily excretion of uric acid in the 
urine was considerably higher than those of control patients and approximated total values found in gouty adult 
“hyperexcretors.” (…) These data suggest that the patients described represent a distinct clinical and metabolic 
syndrome.” (Lesch et al., 1964).  
“A boy with hyperuricemia, mental retardation, and athetoid cerebral palsy has been described as the third example 
of a new syndrome. The excretion of uric acid in the urine was considerably higher than that of control subjects (…) These 
data indicate the existence of a syndrome that is striking in its metabolic as well as its clinical deviation from normality. 
The information suggests the possibility that intermediates of purine metabolism may be of importance for the integrity of 
the developing central nervous system.” (Nyhan et al., 1965). Tres años después, Kelley y colaboradores, 
asociaron definitivamente la enfermedad a una completa deficiencia en la variante humana de la 
HPRT (HsHPRT), y describieron también, que la gota artrítica, se relaciona con una falta parcial de la 
enzima (Kelley et al., 1968). 
Posteriormente, se identificó una mutación en la secuencia codificante de la 
HsHPRT, -mostrando en consecuencia, una ausencia de actividad enzimática- que remplaza el 
aspártico en posición 193, por una asparragina (D193N). La evidencia estructural de lo que sucede en 
este contexto, llegó en el año 1994, cuando Eads y colaboradores describieron como resultado de la 
mutación, que se pierde un puente de hidrógeno entre el carboxilato del Asp193 y el nitrógeno 
amídico de la cadena principal de la Lys68. Esta mutación tendría entonces, graves consecuencias en 
el bolsillo de unión del PRPP, impidiendo la actividad fosforribosiltransferasa (Eads et al., 1994). 
Por su parte, la mutación D137N (D138, en la numeración de Nyhan), induce la pérdida de 
actividad en un grado cercano a las 30 veces. La explicación sugerida por los investigadores, indica 
que el aspártico es capaz de estabilizar una forma protonada del producto, IMP, facilitando la 
transferencia del fosforribosilo, cuando Hx es la base. Alternativamente, el residuo podría unir 
selectivamente y estabilizar la forma desprotonada de la Hx (activándola como nucleófilo), en el 
transcurso de la reacción (Xu et al., 1998). En el 2001, se sugirió que esta última sería la opción más 
acertada (Canyuk et al., 2001).  
En 2015, Nguyen y Nyhan asociaron una variante de la enfermedad de Lesh-Nyhan (observada 
en 5 miembros de una misma familia), con la depleción de una secuencia de 5 nucleótidos (TCGAG), 
y la inserción en su lugar de otros 6 diferentes (ACGAAA), en el gen de la HsHPRT. Esta mutación 
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deriva en la producción de una proteína de 153 residuos, en lugar de 218, que no posee 
funcionalidad alguna (Nguyen et al., 2015).  
Actualmente se sabe que la producción de HPRT es heterogénea entre los distintos órganos, 
siendo el cerebro, los riñones y la médula ósea, aquellos que muestran mayores niveles de enzima. 
Este hecho concuerda con la preponderancia en estos órganos de la recuperación de purinas por 
sobre la síntesis de novo, y también con los síntomas de la enfermedad (Jinnah et al., 1991; Shi et al., 
1999; Shih et al., 1998).  
A partir de toda esta evidencia, se desprende que sutiles modificaciones en el entorno del sitio 
activo, podrían alterar la actividad enzimática; y si bien, se cree que en adultos, los efectos no 
llegarían a ser tan severos (dado que las enfermedades han sido descriptas en niños y jóvenes), se 
puede considerar que afectar la actividad HPRT humana, podría ser perjudicial para la salud. De esta 
manera, surge la necesidad de diseñar inhibidores selectivos de la TcHPRT que no afecten la función 
de la variante humana. 
Es importante mencionar, que en este trabajo nos enfocaremos en las características de la 
TcHPRT, sin realizar un estudio detallado de las características de la variante humana, enzima que 
utilizaremos en ciertas oportunidades. Sin embargo, tendremos en cuenta la información reportada 
hasta el momento, de modo de poder compararla con la nueva información recaba en este trabajo.  
Estado oligomérico 
Allen y Ullman (1994) presentaron a la enzima de T. cruzi, como un monómero en solución que 
posee la capacidad de dimerizar, luego de que cada subunidad une una molécula de PRPP (Allen et 
al., 1994). De la mano con esta observación, el análisis cristalográfico realizado por Focia y 
colaboradores, indicó, que se trata de una unidad asimétrica con dos subunidades que 
presumiblemente, formarían el dímero funcional (PDB 1TC2). Asimismo, revelaron la presencia de 
contactos intermoleculares sobre una gran superficie de interacción entre las subunidades, que 
podrían estabilizar el arreglo cuaternario hallado para la proteína en solución (Focia, et al., 1998). 
Trataremos más sobre la estructura de la proteína a lo largo del trabajo. 
 Ha sido reportado, que ciertos homólogos de la HPRT como la enzima de 
Leishmania tarentolae -un organismo muy cercano a T. cruzi-, también formarían dímeros en solución, 
pero sin la necesidad de unir su ligando previamente (Monzani et al., 2002). A su vez, existen casos 
en los que la HPRT aparece como tetrámero en solución. Entre ellos se encuentran las HPRTs de 
Toxoplasma gondii (Héroux et al., 1999) y de Plasmodium falciparum (Raman et al., 2005), parásitos 
protozooarios relacionados con la toxoplasmosis y la malaria, respectivamente. Notablemente, y 
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como principal diferencia con la variante de T. cruzi, la variante humana, también existe como 
tetrámero en solución y cristaliza de la misma manera (Shi, et al., 1999).  
Hasta el momento, no se han encontrado eventos en los que las HPRTs cristalicen como 
monómeros. Esta información es válida e incluso interesante en cuanto a la variante de T. cruzi que, 
como ya hemos mencionado, en ausencia de ligandos es, presumiblemente, un monómero en 
solución. 
Localización subcelular 
A la hora de analizar posibles moléculas inhibidoras de la función HPRT, un detalle no menor 
a considerar, es el de su localización subcelular.  
Las variantes de Plamodium falciparum, las bacterianas y la variante humana, poseen 
localización citoplasmática, en tanto que Toxoplasma gondii posee dos isoformas, una de ellas 
citoplasmática, y otra que se ubica como proteína de membrana (Chaudhary et al., 2005; Fejerman et 
al., 2007; Shahabuddin et al., 1992). La localización de la HPRT se ha estudiado también en células del 
cerebro de ratones; estos estudios, confirmaron que se detecta más actividad HPRT en las fracciones 
sinápticas, que en las citosólicas (Jinnah, et al., 1991).  
Mientras que la HsHPRT se encuentra como una proteína soluble citoplasmática, la variante de 
T. cruzi al igual que la de Leishmania tarentolae y L. donovani posee en su CTR una señal de 
exportación al glicosoma, y se cree que esta localización es compartida por todos los kinetoplástidos 
(Allen, et al., 1994; Monzani, et al., 2007; Shih, et al., 1998; Ullman, et al., 1997). Este aspecto podría 
resultar de gran importancia a la hora de considerar la acción y efectividad de nuevos compuestos 
inhibidores, ya que se relaciona con las barreras a atravesar para llegar hasta la proteína destino.  
Los glicosomas son organelas únicamente presente en tripanosomátidos, en las que se 
compartimentalizan esencialmente las enzimas glucolíticas (Parsons, 2004).  A su vez, en este 
compartimento, se encuentran también las enzimas vinculadas a la ruta de las pentosas fosfato, las 
encargadas del metabolismo de los ácidos grasos, y las relacionadas a la biosíntesis de isoprenoides 
(Acosta et al., 2004; Michels et al., 2000). Esta característica resulta interesante, ya que la mayoría de 
estas enzimas comparten un ligando: al igual que la HPRT, tienen al PPi como producto, o incluso 
como sustrato (Michels, et al., 2000). 
El ingreso al glicosoma, ocurre por medio de poros específicos que permiten el ingreso de 
proteínas marcadas para tal fin. Curiosamente, estas señales de importación a glicosoma, son las 
mismas que en otro tipo de organismos introducen proteínas en los peroxisomas: los llamados 
sistemas de transporte, PTS1 y PTS2 (Brocard et al., 2006; McNew et al., 1994; McNew et al., 1996; 
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Neuberger et al., 2003; Wang et al., 2013). La señal más frecuente en proteínas peroxisomales y 
glicosomales, es la reconocida por el sistema PTS1, un tripéptido ubicado hacia el final de la CTR, 
cuyo consenso es S-K-L (SCA-KRH-LY). Por su parte, el sistema PTS2, reconoce una señal ubicada en 
la NTR, cuyo consenso es más ambiguo y está poco representado en proteínas peroxisomales o 
glicosomales, RK-LVI-X5-HQ-LA (Brocard, et al., 2006; Wang, et al., 2013). 
En la CTR de TcHPRT, se encuentra una región de aproximadamente 23 residuos 
aminoacídicos, que no presenta estructura periódica conocida -lo que posiblemente, esté relacionado 
con la usencia de información cristalográfica en las estructuras disponibles de esta variante (ver 
Figura 1.3)-. A su vez, en esta región poco estructurada, la enzima posee el tripéptido de importación 
glicosomal perteneciente al sistema de señalización PTS1, SKY. Interesantemente, si bien este sistema 
es compartido por la mayoría de las homólogas que se dirigen a glicosoma, únicamente T. cruzi, 
posee una región tan extensa de residuos desorganizados. A lo largo de los diferentes capítulos, 
discutiremos más sobre esta particularidad de la enzima. 
Secuencias conservadas 
En 1996, Somoza y colaboradores describieron la estructura cristalográfica de un dímero de la 
variante de Tritrichomonas foetus, con un alto nivel de detalle en cuanto al posicionamiento de los 
sustratos, pero sin poder definir el loop 81-92 (Somoza et al., 1996). En su trabajo, los investigadores 
presentan por primera vez, evidencia estructural, afirmando que un residuo no prolina en 
conformación cis, ubicado en el loop 50-54, sería importante para la oligomerización de la enzima, tal 
como lo habían predicho, Ullman y Allen en 1994. Sus observaciones sobre las interacciones que se 
establecen durante la unión de los ligandos, fueron avaladas tiempo después por Focia y 
colaboradores, quienes utilizaron esta estructura como molde para el reemplazo molecular que dió 
origen al PDB 1TC2, anteriormente nombrado. En este trabajo, correspondiente a la TcHPRT, se 
describió que un total de 13 residuos resultan ser invariables entre más de 20 secuencias de HPRT 
homólogas, y que las regiones más conservadas, corresponden a los residuos que conforman los 
cuatros loops del sitio activo (Focia, et al., 1998). Asimismo afirman, que el péptido en cis, se encuentra 
presente en muchos miembros del Tipo 1 de la familia PRT, y que en HPRTs, siempre se encuentra 
flanqueado por una leucina río arriba, y una glicina, río abajo (Leu51 y Gly53 en TcHPRT). Estos 
residuos serían los encargados de establecer interacciones con el cuerpo PPi de la molécula de PRPP, 
y el Mg+2; y también con el PPi producto de la reacción (Butterworth et al., 2004). Sin embargo, el 
residuo posicionado en cis (Lys52, en T. cruzi), no estaría participando de la interacción con los 
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ligandos, sino que su función estaría más ligada a la oligomerización de la proteína, tal como lo había 
sugerido Somoza para la variante de T. foetus (Canyuk et al., 2004).  
Como mencionamos anteriormente, el loop 81-92, se cierra sobre el sitio activo, aislando la 
reacción del solvente, pero a su vez, contribuyendo en el correcto posicionamiento de los sustratos y 
la liberación del PPi. Este loop, contiene tres residuos particularmente conservados (S81, Y82 y S88), 
que estarían implicados en la catálisis. La S81, se relaciona directamente con la molécula de PRPP, 
estableciendo puentes de hidrógeno con la región PPi. La Y82, interacciona de forma perpendicular 
con el anillo de la ribosa, directamente sobre el sitio donde el enlace glicosídico se rompe y se forma 
durante la catálisis (C1 de la ribosa). Por tanto, se ha interpretado que el anillo aromático del residuo 
ayudaría a aislar la reacción del solvente, y podría proveer una estabilización electrostática parcial, 
cuando se forma el intermediario cargado positivamente (en el azúcar). El residuo S83, no 
participaría directamente de la reacción, pero tendría un papel importante en el cierre y 
posicionamiento del loop, cuando está por ocurrir la catálisis (Lee et al., 2001; Medrano et al., 2003).  
Por su parte, la secuencia 107VLIVEDIVDTALT119 (en donde se incluye el loop 114-117), también 
se encuentra altamente conservada, y se la conoce como motivo PRPP, puesto que engloba al sitio 
activo (Focia, et al., 1998). El aspártico subrayado, es el equivalente al mencionado en relación a la 
mutación D137N, que en la variante humana provoca una disminución en la actividad enzimática 
(Focia, et al., 1998; Lee, et al., 2001; Medrano, et al., 2003). Estudios realizados sobre TcHPRT, 
indicaron que la mutación D115A, reduce unas 22 veces la KM para el PRPP, en tanto que para la Hx, 
este parámetro no se ve afectado. La repulsión entre el aspártico y el PRPP en la proteína silvestre, 
sería responsable del correcto posicionamiento del sustrato, para la catálisis. El reemplazo D115Q, 
deriva en una disminución de la actividad, aunque esta pérdida no es absoluta, y dependiente del 
pH, ya que de hecho a pH 9.6, la actividad se ve incrementada. Asimismo, la mutación D115N, 
deriva en una pérdida muy grande de actividad (unas 40 veces), tal como sucede con la variante 
humana; en tanto que la mutante D115E, se comporta prácticamente como la enzima silvestre. Si bien 
la afinidad por la Hx no se ve afectada en estas mutantes, los investigadores indican que la formación 
de un puente de hidrógeno entre la base y el residuo en esta posición, es necesario para la catálisis 
(Canyuk, et al., 2001).  
Ha sido reportado que la secuencia del loop 161-181, se encuentra altamente conservada entre 
HPRTs, pero no así entre otros miembros de la familia, ya que al estar involucrado en la unión de la 
base, precisa características diferentes según el tipo de sustrato a utilizar (Focia, et al., 1998). Por 
ejemplo, para la localización de la Hx, en  HPRTs utiliza una fenilalanina en posición 164, en tanto 
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que para el posicionamiento de la xantina en XPTRs, se encuentra un triptofano en la misma 
posición. Estos residuos realizarían una interacción del tipo π-stacking con la base (Focia, et al., 1998). 
Las observaciones realizadas, fueron estudiadas y avaladas a lo largo de los años sobre HPRTs 
de diferentes organismos que incluyen entre otros, a las variantes humana (Balendiran et al., 1999), 
de Leishmania tarentolae (Monzani, et al., 2007), y de Legionella pneumophila (Zhang et al., 2016). 
Análisis global 
En la Figura 1.3, se resumen sobre la secuencia de TcHPRT, algunas de las observaciones 
realizadas a lo largo de este capítulo. Puede observarse la ubicación de los residuos conservados que 
conforman el sitio activo, la secuencia desordenada ausente en las estructuras cristalográficas, y el 
tripéptido señal que ubica a la proteína en los glicosomas y está ausente en algunas proteínas 
homólogas.  
Si bien no existe una delimitación exacta de los subdominios, se podría considerar que la 
región núcleo, se encuentra entre los residuos 15 a 160; en tanto que el subdominio capucha, está 
formado por las regiones 1 a 14, y 161 a 221. A su vez, la enzima posee una gran cantidad de tirosinas 
distribuidas a lo largo de la secuencia peptídica, inclusive aquella en la posición 164, relacionada con 
el posicionamiento de la Hx. No posee ningún residuo de triptofano, aunque sí se registran tres 
cisteínas que no estarían vinculadas en la formación de puentes disulfuro, según lo reportado hasta 
el momento.  
 
 Figura 1.3. Estructura primaria y secundaria de TcHPRTH6. En naranja se observan los residuos de tirosinas, 
mientras que las cisteínas aparecen en rojo. Los asteriscos refieren a las regiones altamente conservadas que 
forman parte del sitio activo. El dominio denominado núcleo, se encuentra entre las barras verticales; en tanto 
que el dominio capucha, está formado por las regiones N y C restantes. La región subrayada indica la región 
ausente en el PDB 1TC2, presumiblemente debido a que se trata de una región altamente desordenada. Al final 
de la misma, se encuentra señalado en azul, el tripéptido de localización subcelular (SKY).  
Introducción 
- 19 - 
 
Objetivo General 
Comprender la relación estructura-función y el efecto de diferentes ligandos (sustratos propios 
de la enzima y moléculas efectoras), sobre la modulación de la conformación, y la función biológica 
de la enzima HPRT de Trypanosoma cruzi. Esperamos que nuestro trabajo amplíe el conocimiento 
actual de la enzima, y aporte perspectivas útiles para el diseño de nuevas drogas, capaces de inhibir 
selectivamente su actividad.  
Objetivos específicos y estructura de la Tesis 
1) Realizar una caracterización estructural de la HPRT de T. cruzi, evaluando cambios en el 
contenido de estructura secundaria y/o terciaria frente a perturbaciones químicas o físicas del 
medio; determinando el estado oligomérico, y el comportamiento hidrodinámico de la enzima 
sometida a diferentes condiciones experimentales (Capítulo 2). 
2) Obtener información estructural de alta resolución de TcHPRT, y realizar un análisis 
comparativo con estructuras de proteínas homólogas. Determinar la influencia de la región 
C-terminal sobre el estado oligomérico y la función (Capítulo 3). 
3) Realizar una revisión del mecanismo de reacción de la enzima, realizando determinaciones de 
actividad, y de los parámetros cinéticos mediante curvas de sustrato. Investigar la inhibición de 
la TcHPRT, por parte de bisfosfonatos (Capítulo 4).  
4) Estudiar la viabilidad de un cultivo de Trypanosoma cruzi y la progresión de un modelo de 
infección, en presencia y ausencia de estos compuestos. Analizar la existencia de un posible 
arresto del ciclo celular como consecuencia de la inhibición de la enzima. Investigar el efecto de 
los bisfosfonatos sobre las variantes de HPRT en el entorno celular que provee la línea murina 
NS0. Y evaluar la existencia en TcHPRT, de procesamientos proteolíticos 
post-traduccionales (Capítulo 5). 
5) Dilucidar la estructura de los complejos ligando-HPRT en presencia de bisfosfonatos, y 
correlacionar el comportamiento cinético observado, con la imagen disponible para cada 
estructura cristalográfica (Capítulo 6). 
Hacia el Capítulo 7, retomaremos e integraremos, las ideas más relevantes de la Tesis. Sin 
embargo, al ser este un trabajo compuesto por temas tan diversos, y en pos de ayudar a la mejor 
comprensión de la tesis, paso a paso, desarrollaremos los resultados junto a nuestra interpretación de 
los mismos, de modo que resulte sencillo unir ambos conceptos. A su vez, contextualizaremos y 
explicaremos brevemente las técnicas más relevantes, llegado el caso. De esta manera, situaremos en 
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el Capítulo 8, las técnicas complementarias, necesarias y desafiantes, pero que no hacen a la esencia 
del trabajo.  
En su conjunto, esperamos, que estas decisiones no sean en detrimento, sino que deriven en 
una lectura más fluida del trabajo. 
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Capítulo 2 
 
Caracterización 
 
Para poder diseñar racionalmente drogas capaces de inhibir una enzima, primeramente, es 
necesario conocerla. No sólo descubrir qué moléculas la activan o la inactivan, sino también poseer 
un claro dominio de la importancia de cada uno de sus componentes, cuál es la mínima unidad 
funcional, cuáles son los residuos esenciales, no solo en cuanto a su función, sino a su localización, 
qué la hace más estable, o más lábil. Por ejemplo, en el contexto de una enzima multimérica, se 
podría hallar que el desensamblado del oligómero deriva en la pérdida total de activad, y, 
posteriormente, diseñar un compuesto que impida la oligomerización, por interactuar con las 
regiones necesarias para tal fin. Por el contrario, si lo que se desea es aumentar la actividad, se 
podrían diseñar moléculas que estimulen el autoensamblado. También, se podría diseñar una droga 
capaz de reaccionar con los residuos esenciales para la actividad, o bien, con aquellos residuos clave 
para la estabilidad en solución, o su correcta localización subcelular. 
En resumen, realizar una caracterización biofísica de la enzima y comprender las bases que la 
definen, es necesario para iniciar nuestro trabajo de investigación. Ese será el hilo conductor de este 
capítulo, donde presentaremos dos variantes de la enzima, una de tipo silvestre (TcHPRT) y otra que 
posee en su región C-terminal (CTR) una cola de 6 histidinas (TcHPRTH6), que facilita su purificación. 
Inicialmente realizaremos un análisis espectroscópico de ambas variantes, que brindará información 
en cuanto a su estructura secundaria y terciaria. Seguidamente, estudiaremos su estado oligomérico; 
y finalmente nos avocaremos al análisis de su estabilidad, frente al agregado de un agente 
caotrópico, o bien, al aumento de la temperatura. La información recabada en este capítulo, servirá 
de base para comprender los capítulos siguientes, e incluso, cuando sea necesario incluir una nueva 
mutante, tener una base con la que comparar los efectos de las modificaciones realizadas.  
TcHPRT vs. TcHPRTH6 
Toda la información referida a la obtención de las proteínas a partir de su secuencia 
codificante, se encuentra en la sección Complementos, pero cabe destacar que ambas variantes 
fueron expresadas en E. coli y aisladas de la fracción soluble. Como hemos mencionado, la variante 
TcHPRTH6, se purifica en un único paso sembrando el clarificado de centrifugación, en la matriz de 
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pseudo-afinidad, Ni-NTA; en tanto que la variante silvestre requiere un paso por la matriz de 
intercambio iónico, DEAE, la precipitación con sulfato de amonio (para separarla del ADN 
remanente, y concentrarla) y un último paso de filtración en gel (Sephadex G-100). Esta diferencia en 
los procesos de purificación, puede afectar la estabilidad de la variante sin la cola de histidinas; pero 
por otra parte, la inclusión de ese segmento, podría alterar la funcionalidad de la enzima.  
Considerando estas variables, a continuación realizaremos las caracterizaciones biofísicas, no 
sólo en pos de ampliar el conocimiento de la enzima, sino también comparando ambas variantes. 
Con respecto a la actividad enzimática, el estudio se llevará a cabo entre los Capítulos 3 y 4. 
Conformación de la TcHPRT en solución 
Para comenzar con la caracterización espectroscópica de ambas enzimas, decidimos investigar 
el contenido de estructura secundaria y terciaria, realizando para ello, la obtención de espectros de 
dicroísmo circular (CD). Analizar el contenido de señal en el UV-lejano (180-250 nm, CD-Lejano) da 
cuenta de la estructura secundaria, en tanto que el UV-cercano (250-310 nm, CD-cercano), brinda 
información sobre el contenido de estructura terciaria (Kelly et al., 1997). 
Las proteínas formadas completamente por hélices α (como la mioglobina), presentan en el 
CD-lejano principalmente dos mínimos, a 210 y 222 nm, adquiriendo una intensa señal positiva hacia 
los 195 nm. Determinar la estructura de proteínas formadas por láminas β –o principalmente por 
ellas- (como la ubiquitina y algunas porinas), es algo más complejo, ya que se puede encontrar una 
gran variedad de espectros para estas variantes, pero que mayormente están caracterizados por 
poseer una banda negativa y una positiva en las mismas regiones que las proteínas todo α –aunque 
mucho más débiles-. La pérdida de señal, ya sea por desnaturalización o por tratarse de péptidos 
desordenados, se caracteriza por poseer una muy baja señal –que puede ser negativa o positiva- en la 
región comprendida entre 215 y 230 nm, y una intensa señal negativa entre 195 y 200 nm. 
Combinaciones de estas estructuras dan origen a las llamadas proteínas α+β (dos dominios bien 
marcados, uno α y otro β) y α/β (mezcla de los dos dominios). Por lo general, estas estructuras 
presentan un único mínimo en la región 210-222 nm y una señal positiva hacia los 195 nm, cuya 
intensidad dependerá de su proporción α:β. Independientemente de la intensidad, la diferencia entre 
un sistema y otro, radicará en la composición del mínimo, que se visualizará en el caso α/β, como 
una banda a 222 nm levemente mayor que a 210 nm, y al revés en el caso α+β (Fina, 2009; Kelly, et al., 
1997; Mata Martinez, 2013). 
Como se describió en el capítulo anterior, en base a su estructura cristalográfica, es de esperar 
que la TcHPRT posea un espectro del tipo α/β. En el panel A de la Figura 2.1, se puede observar, en 
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efecto, que ambas variantes exhiben un contenido de estructura secundaria similar entre sí, 
caracterizado por un único mínimo entre 210 y 222 nm -levemente más intenso en 222 nm-, y señal 
positiva en la región de los 195 nm. Esta descripción, tal como previamente anunciamos, coincide con 
lo esperado para la enzima. 
En la región del ultravioleta cercano, la señal es consecuencia de los residuos aromáticos 
(fenilalanina, tirosina y triptofano), ya que al encontrarse distribuidos a lo largo de toda la secuencia 
proteica, y depender su asimetría directamente del entorno, se convierten en buenos sensores de la 
conformación global de la macromolécula. Los enlaces disulfuro, por su parte, dan señales débiles en 
comparación con los aromáticos, en todo el espectro del UV-cercano.  
 
Figura 2.1. Caracterización espectroscópica de la enzima. (A) Espectros de CD en el lejano de ambas variantes, 
utilizando 15 μM de proteína en cada caso. (B) Espectros de CD en el cercano, utilizando 45 μM de cada 
enzima. En todos los casos, se utilizó un buffer compuesto por 20 mM de Tris HCl, pH 8 y 100 mM de NaCl, y 
los experimentos fueron realizados a 20 °C. En ambos paneles, la variante de longitud completa, TcHPRT 
aparece de color gris, en tanto que la variante que incluye la cola de histidinas, TcHPRTH6, aparece de color 
negro.  
Las fenilalaninas, absorben en el rango 255-270 nm, pero son poco sensibles a los cambios en la 
polaridad del ambiente, y en consecuencia, resultan ser el aminoácido menos sensible a cambios en el 
entorno. En el panel B de la Figura 2.1, se puede observar una sutil diferencia en esta región entre 
ambas variantes que, como trataremos en breve, podría estar relacionada con ligeros cambios en el 
ambiente. Cabe destacar que la TcHPRT no posee en su secuencia ningún triptofano, permitiendo 
asignar posibles cambios en el espectro de CD-cercano, a sutiles diferencias en torno a las tirosinas. 
Al igual que ocurre con TcHPRT, en proteínas bien plegadas se observa un pico principal a 276 nm 
que posee un hombro a 283 nm. Adicionalmente, las tirosinas pueden interaccionar mediante enlaces 
no covalentes, disminuyendo la energía de transición del estado basal al excitado y llevando a un 
corrimiento del espectro hacia mayores longitudes de onda (Fina, 2009; Kelly, et al., 1997; Mata 
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Martinez, 2013). Este último, si bien se trata de un cambio sutil, podría ser el caso de TcHPRTH6, en 
donde la cola de histidinas, ausente en la variante silvestre, podría modificar la interacción de la CTR 
con el resto de la proteína, o con el solvente. Por su parte también, es interesante notar que el último 
residuo de la CTR de la variante silvestre, es una tirosina, y es allí en donde se inserta la cola de 
histidinas, por lo que esta es una modificación forzosa, que también puede ser reflejada en el 
espectro de CD. 
2da derivada del espectro UV 
Para obtener una imagen más completa de la estructura proteica, analizamos la absorbancia de 
las enzimas. Calcular la derivada de los espectros de absorción de las proteínas, facilita la 
deconvolución del correspondiente a cada aromático (los mismos mencionados en relación a la 
técnica de CD: fenilalanina, tirosina y triptófano), y el monitoreo de las señales, permite realizar 
estimaciones sobre su entorno, ya que poseen características claramente identificables (Lucas et al., 
2006; Shah et al., 2016).  
En primer lugar, se debe realizar la segunda derivada del espectro de absorción de cada tipo de 
aminoácido involucrado (lo que resolverá las bandas espectrales de cada uno), y a continuación, 
comparar con cambios específicos en la absorbancia de la proteína en su conjunto. En nuestro caso, el 
análisis se torna sencillo ya que la señal de las fenilalaninas se vuelve escasa en la región 270-305 nm, 
y la enzima no posee triptofanos que alteren las bandas en la región de principal absorción de las 
tirosinas. De esta manera, realizamos el estudio del microambiente de las tirosinas, considerándolas 
en el contexto polar del buffer -a partir del ejemplo de tirosina libre, N-acetil tirosinamida (NAYA)-, o 
bien, en el contexto de la proteína plegada.  
Como puede verse en la Figura 2.2, no se aprecian grandes diferencias al analizar los espectros 
resultantes para cada variante entre sí, lo que sugiere entornos similares de las tirosinas en cada una. 
Coincidentemente, los picos característicos de los residuos de tirosinas (282 y 287 nm) se encuentran 
en ambas variantes, desplazados hacia longitudes de onda mayores con respecto al control de 
tirosinas libres, lo que a su vez indica que se localizan en un entorno más apolar, y presumiblemente, 
menos expuestos al solvente que el control (Clérico et al., 2001). Este resultado, suma a las 
observaciones sobre el correcto plegado de ambas variantes de la enzima. 
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Figura 2.2. Segunda derivada del espectro de absorción. Se presenta la segunda derivada numérica de los 
espectros de absorción de cada variante de la enzima, y de un control de tirosinas libre (NAYA), que permite 
analizar cambios en el microentorno de este residuo. El corrimiento de los picos característicos de las tirosinas, 
hacia mayores longitudes de onda (flechas), da cuenta de un cambio hacia un entorno menos polar. Asimismo, 
los espectros de las proteínas muestran claramente las bandas vibriónicas correspondientes a los anillos de las 
fenilalaninas (255-270 nm). 
Estado oligomérico en solución 
A continuación, decidimos corroborar el estado oligomérico de las variantes proteicas. Para 
realizarlo recurrimos a la técnica de dispersión de luz, en un equipo acoplado a una columna de 
exclusión molecular (SEC-LS, por sus siglas en inglés). Esta técnica nos permite aprovechar el 
fenómeno de dispersión de luz, para determinar el peso molecular y el radio hidrodinámico (Rh) de 
una partícula de interés. Una vez hallados, es posible determinar el estado oligomérico de la proteína 
de interés, en función de la cantidad de moléculas de monómeros teóricos (calculados a partir de la 
secuencia o por espectrometría de masas), que se incluyen en el peso obtenido. El radio 
hidrodinámico será útil para analizar el grado de compactación de la molécula, en comparación con 
la información teórica. 
El peso molecular de una sustancia, es el peso en unidades de masa atómica (uma), o en Dalton 
(Da). Se obtiene a partir de la suma de las masas de cada uno de los átomos que la componen, y su 
valor numérico coincide con el de masa molar (g.mol-1). El fenómeno físico de dispersión, se dá 
cuando un haz de luz incide sobre una muestra, que en consecuencia dispersará luz en todas las 
direcciones, con la misma longitud de onda que el haz incidente; la capacidad de hacerlo está ligada 
a su polarizabilidad, y ésta a su peso molecular. El equipo utilizado para la determinación del 
tamaño de proteínas, se vale de un haz de luz colimado (rayos paralelos), monocromático, de 685 nm 
de longitud de onda; como las proteínas poseen en comparación un tamaño mucho menor, se 
comportan frente al haz como partículas puntuales, dispersando luz de igual intensidad en todas las 
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direcciones (de forma isotrópica). Esta característica, hace que no haya una dependencia angular en 
la detección de la luz emitida, y facilita las aproximaciones que deben realizarse.  
El método para la determinación del peso molecular se basa en la teoría de Rayleigh, que 
básicamente afirma que la intensidad de luz dispersada por una muestra, será proporcional al peso 
molecular de las partículas presentes y su concentración (c). De esta manera, y muy 
simplificadamente, el peso molecular (PM) puede describirse como 
   
   
  
      Ecuación 2.1 
donde ΔLS es la diferencia entre la luz dispersada por el buffer y la muestra, y K es una 
constante que engloba varios parámetros fijos del equipo (Wyatt, 1993). 
Avanzando un poco más, vale destacar que la masa molecular determinada por dispersión de 
luz, es el promedio peso pesado de masas presentes en la solución. Esto significa que si la muestra es 
monodispersa, la masa calculada, será la de la muestra en cuestión; pero, si es polidispersa, la masa 
será la resultante de la suma de los productos entre las masas y las concentraciones de cada partícula, 
sobre la suma de sus concentraciones (
             
       
), por lo que el resultado estará compuesto por 
todos los pesos moleculares en diferente proporción (este concepto se tratará nuevamente en relación a la 
Figura 2.8). Por otra parte, para el cálculo es necesario contar con información relativa a la diferencia 
entre la luz dispersada por el buffer y por la solución, así como también a la diferencia entre la luz 
absorbida por el buffer y por la solución (de modo de poder estimar la intensidad de luz dispersada y 
la concentración de la muestra, respectivamente). Estas dos razones, convierten en una gran ventaja 
acoplar una columna de exclusión molecular previa al pasaje por los detectores, que permita la 
separación de muestras polidispersas, y asegure que el buffer que diluye la muestra y el de 
calibración sean el mismo (Slotboom et al., 2008). Sin embargo, es necesario remarcar que el equipo 
de dispersión de luz, provee una determinación correcta del peso molecular de cada proteína de 
interés, independientemente de su conformación o las interacciones no ideales que pudiera tener con 
las matrices moleculares, ya que su análisis no recae en el tiempo de retención o la calibración con 
moléculas de referencia. 
En la Figura 2.3, se presentan los cromatogramas de exclusión (Sepharose 12, equilibrada en 
buffer Tris-HCl 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM) de cada una de las variantes, y el peso molecular 
estimado en cada caso. Como puede observarse, existe una pequeña diferencia en torno a los picos 
de elución de ambas proteínas (Figura 2.3A). Estas diferencias pueden producirse como consecuencia 
de ciertos fenómenos que se analizarán más adelante (interacciones con la resina y compactación de 
la muestra), o simplemente debida a una sutil y esperable diferencia entre corridas cromatográficas. 
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Por otro lado, a mayores volúmenes de elución (~16 ml), se observa un hombro en el perfil 
correspondiente a la muestra de TcHPRT que posiblemente esté relacionado con la forma dimérica 
de la enzima, como se analizará en el Capítulo 3. Cabe destacar, que aunque no suceda en la muestra 
utilizada en este experimento, tal hombro podrá verse también en muestras de TcHPRTH6 (volveremos 
sobre esto en el Capítulo 3). En cuanto al peso molecular, el equipo es capaz de realizar la 
determinación en cada punto del cromatograma, al calcular la concentración de proteína presente y 
asignarle a cada evento, un valor de intensidad de luz dispersada. De esta manera, por cada siembra 
en la matriz, se obtiene una serie de determinaciones del peso molecular que, cabe destacar, es menos 
precisa cuando la concentración proteica es menor (por ejemplo, a los lados de cada pico). A partir de 
este experimento, pudimos determinar los pesos moleculares de 97.06 ± 8.4 kDa para la variante de 
longitud completa, y de 98.87 ± 8.7 kDa para TcHPRTH6., lo que sin duda, resulta ser mucho mayor 
que el esperado para un monómero (26.6 kDa).  
 
Figura 2.3. Determinación del estado oligomérico y comportamiento hidrodinámico. (A) Se presenta el peso 
molecular de las especies TcHPRT (círculos grises) y TcHPRTH6 (círculos negros). Para realizar el experimento, 
se utilizó una concentración de cada enzima de aproximadamente 25 µM. En línea continua se muestra el 
cromatograma de elución de la matriz de filtración (SEC-FPLC en Superose 12), no se hace referencia a las 
unidades de absorbancia ya que, en cada caso, se exportaron del programa como valores relativos a la especie 
más concentrada. (B) Cromatograma de exclusión y peso molecular de 55 µM de la variante TcHPRTH6 (línea y 
círculos negros, respectivamente) en comparación con los de dos proteínas globulares (línea y círculos grises), 
BSA de 66 kDa y FXN de 14 kDa. Como puede observarse, TcHPRTH6, y en consecuencia TcHPRT, presentan 
un volumen de elución cromatográfico anómalo ya que eluyen entre los marcadores de peso molecular. Todas 
las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente en 20 mM de buffer Tris-HCl, pH 8 y 
100 mM de NaCl. 
En función de estos resultados, decidimos realizar una nueva preparación de la enzima, aislada 
nuevamente y en una mayor concentración, de modo de mejorar la determinación. Cabe destacar, 
que por simplicidad en la purificación realizamos la experiencia únicamente con TcHPRTH6. A su 
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vez, en paralelo y bajo las mismas condiciones, realizamos la siembra de dos proteínas globulares de 
peso conocido, albúmina sérica bovina (BSA), de 66 kDa, y frataxina humana (FXN), de 14 kDa 
(Figura 2.3B). Utilizando los picos correspondientes al monómero y al dímero de BSA (que eluyen a 
los 12.42 ml y 11.15 ml, respectivamente), y el pico de la FXN (en 15.26 ml), determinamos la relación 
lineal entre el logaritmo de su peso molecular y su volumen de elución (también es lineal la relación 
entre el logaritmo de su Rh y el volumen de exclusión). Seguidamente, interpolamos el volumen de 
elución de la TcHPRT a la recta resultante y determinamos que la enzima eluye de esta matriz, como 
lo haría una esfera hipotética de 27 kDa, lo que efectivamente correspondería a un monómero de la 
enzima. Sin embargo, como puede verse en la Figura, su peso molecular es cercano a los 100 kDa 
(99.8 ± 1.5 kDa), lo que equivale a aproximadamente 4 veces el peso del monómero, es decir, un 
tetrámero.  
Considerando que la determinación de los pesos de BSA (63.4 ± 0.5 kDa) y de FXN 
(14.4 ± 0.6 kDa), resulta ser la esperada, la interpretación más evidente de estos resultados, es que 
TcHPRT excluye anómalamente de la columna cromatográfica. 
Grado de compactación en solución 
Como mencionamos anteriormente, el peso molecular de esta enzima había sido previamente 
determinado por Allen y Ullman utilizando una columna de exclusión molecular (Allen et al., 1994). 
Con esta información, nos preguntamos si estaríamos en presencia de una molécula más compacta 
que lo esperado para una proteína globular de su peso molecular, y que este sea por tanto, el motivo 
de su elución anómala. Para definir este punto, determinamos el Rh con el equipo de dispersión de 
luz en línea y lo comparamos con el calculado teóricamente para un monómero, un dímero y un 
tetrámero de TcHPRT.  
El cálculo teórico, lo realizamos utilizando la ecuación de Uversky (Ecuación 2.2) que relaciona 
el peso molecular de una proteína, con su Rh (Uversky, 1993). En su trabajo, Uversky encontró una 
relación lineal entre el logaritmo del Rh de proteínas globulares con el logaritmo de su peso 
molecular. A su vez, también describió otra relación lineal para estas mismas proteínas desplegadas, 
tanto en presencia de cloruro de guanidinio, como de urea.  
                                  Ecuación 2.2 
Por su parte, el equipo de dispersión de luz se basa en que la velocidad con la que difunden las 
partículas está relacionada con su tamaño. En un determinado momento, la intensidad de la señal de 
dispersión de luz será una que, debido a los movimientos Brawnianos, variará con el paso del 
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tiempo; cuanto más grandes sean esas partículas, más tiempo tomará el cambio de señal -y más 
correlacionada estará la señal actual con la anterior y la posterior-. El equipo utiliza el módulo 
dinámico (dispersión de luz dinámica, DLS) para calcular el cambio de la señal en función del tiempo 
(tomando muestras a tiempos muy cortos, 100 μS), y luego, calcula el coeficiente difusional (Dt) de 
las partículas que pasan por el detector, mediante el ajuste de una ecuación que considera esa 
pérdida de correlación. A continuación, utiliza la relación de Stokes-Einstein (Ecuación 2.3), para 
determinar el Rh de la muestra, donde k es la constante de Bolztmann, T es la temperatura en Kelvin, 
y ƞ es la viscosidad del solvente. 
   
  
     
             Ecuación 2.3 
Como puede verse en la Tabla 2.1, lejos de poseer un Rh cercano al de un monómero, el equipo 
de dispersión de luz indica, que la TcHPRT posee un Rh correspondiente a una proteína globular de 
mayor tamaño. El valor obtenido, se encuentra en relación con el esperado para un tetrámero, que 
podría estar ligeramente compacto. Nuevamente, la validez de la determinación del Rh por el método 
teórico, depende de que la proteína de estudio, se comporte como los marcadores que dieron origen 
a la Ecuación 2.2 (o bien a los utilizados en una columna de exclusión), es decir, que sea globular y no 
interaccione con la matriz. En tanto que, la determinación por dispersión de luz es independiente de 
estándares de calibración, ya que se basa en un análisis experimental absoluto.  
Tabla 2.1. Grado de compactación 
 
Como se mencionó en el capítulo anterior, la enzima posee además, una extensión de residuos 
en la CTR ausente en las estructuras cristalográficas, que posiblemente se encuentre desordenada, 
modificando en consecuencia el Rh real de la proteína. Para ejemplificar esta cuestión, en la 
Figura 2.4, se presenta el caso de una molécula que se comportaría hidrodinámicamente del mismo 
modo en el que lo haría una esfera hipotética de su mismo tamaño (izquierda); una molécula que 
posee un PM menor al anterior, pero que difunde de la misma manera debido a su forma ahusada 
(centro); y otra molécula que aumenta su volumen como consecuencia de las prolongaciones de sus 
extremos. Sin los brazos espaciadores, esta molécula poseería un Rh mucho menor al del esquema y 
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posiblemente difundiría más en relación con la esfera de peso equivalente. Por el contrario, si estos 
brazos estuviesen interactuando con la molécula, compactándola, el Rh obtenido podría ser menor.  
Considerando toda la información obtenida hasta el momento, es posible que la proteína, 
entendida ahora como un tetrámero, no sea perfectamente globular, sino que tal vez, como 
consecuencia de estos extremos móviles, tenga forma ahusada, como sucede con otras HPRTs 
homólogas tetraméricas (ver Capítulo 3). Sin embargo, considerando el error asociado a la medición, 
es posible que no exista compactación alguna; independientemente de esto, el Rh obtenido, no es de 
ninguna manera comparable con el de un monómero de la enzima. 
 
Figura 2.4. Dimensiones moleculares. Se presentan tres modelos moleculares con el mismo Rh. Hacia la 
izquierda, la molécula posee un Rh que coincide con el radio de su esfera. En el centro, se observa una partícula 
ahusada que posee un Rh menor al de la esfera que la contiene; y a la derecha otra con brazos prolongadores. 
Se puede analizar cómo el Rh se ve afectado por la forma de las moléculas o incluso por la presencia de brazos 
que extienden o comprimen el volumen de la misma. En nuestro ejemplo, todas las moléculas poseen el mismo 
Rh, pero su tamaño y peso molecular, son claramente diferentes. 
Por su parte, en su trabajo, Allen y Ullman reportaron no sólo que la proteína era un 
monómero en solución, sino que este dimerizaba en presencia de PRPP y, durante muchos años, se 
consideró esta dimerización como paso primordial de la catálisis. Nuevamente, los investigadores 
utilizaron una columna de exclusión molecular (Sephadex 75) y se basaron en dos proteínas de peso 
molecular conocido, para determinar el estado oligomérico de la TcHPRT (BSA y anhidrasa 
carbónica). En condiciones normales, reportaron que la enzima eluía en el mismo volumen en el que 
lo hacía la anhidrasa, por lo que le asignaron el peso molecular de 29 kDa, consistente con el tamaño 
de un monómero. En tanto que al equilibrar la columna con el mismo buffer de corrida, pero con el 
agregado de 1 mM de PRPP, observaron que la exclusión ocurría en un volumen menor y que este 
comportamiento era propio de la TcHPRT, sin verse afectada la exclusión de los marcadores. En esta 
nueva condición, la elución era correspondiente con la de una esfera de 49 kDa, lo que correspondía 
a un dímero de la enzima. 
Con esta información, decidimos analizar si el cambio en el estado oligomérico reportado por 
los investigadores, significaba que en presencia de PRPP, la enzima forma un multímero de ocho 
subunidades o si se trataba un arreglo diferente. Debido al costo asociado a la realización del 
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experimento en el sistema en línea, en el que se requiere una gran cantidad de PRPP, realizamos la 
determinación por medio de la medida de Rh en un sistema en cubeta. Para ello, se requiere trabajar 
con proteína fresca, centrifugada varios minutos a alta velocidad y filtrada a través de un poro de 
20 nm, para eliminar la mayor cantidad de impurezas posibles. A su vez, se requiere el mismo 
tratamiento sobre el buffer de dilución, y una vez obtenidos los resultados, se descartan todas 
aquellas mediciones que posean un índice de polidispersidad mayor a 0.7 (IP>0.7).  
Para evitar la formación de oligómeros producto de la concentración, realizamos la 
determinación sobre diferentes preparados de la enzima, ya que si bien en las experiencias anteriores 
utilizamos 55 µM, esta concentración se diluye al atravesar la columna de exclusión. A su vez, 
también ensayamos con la enzima incubada a temperatura ambiente o a 4 °C. En todos los casos, 
hallamos valores similares de Rh, que concuerdan a su vez, con el esperado para un tetrámero de la 
enzima (Tabla 2.2).  
A continuación, realizamos las determinaciones sobre preparados de la proteína en presencia 
de 1 mM de PRPP, o 1 mM de pamidronato, un bisfosfonato análogo del sustrato con efectos 
inhibitorios probados sobre la enzima (ver Capítulo 4), utilizando para ello, 55 µM de la enzima, de 
modo de favorecer la formación de oligómeros. Interesantemente, en presencia de estos ligandos, la 
proteína se comportó de manera similar a la muestra control de enzima libre, sugiriendo que no 
ocurre un cambio en el estado oligomérico al unir PRPP, o por lo menos, no siendo este evidente en 
las condiciones ensayadas. Cabe destacar que las variaciones entre las diferentes mediciones en este 
equipo, hacen pensar que el valor de la determinación anterior (3.75 nm), estaba asociado a un error 
experimental. En conjunto con el valor promedio de las determinaciones en cubeta (4.12 ± 0.07), nos 
permiten afirmar que se trataría de una forma tetramérica de la enzima, sin compactación alguna, en 
todas las condiciones ensayadas.  
Tabla 2.2. Rh en presencia de PRPP. 
 
*Muestras realizadas con 55 µM de TcHPRT. 
Interacción con la matriz 
Habiendo demostrado que la TcHPRT es una proteína tetramérica, con una compactación 
esperable para una proteína de su tamaño, resulta interesante analizar por qué eluye anómalamente 
y cómo se relaciona este fenómeno con las observaciones realizadas en el pasado, en presencia de 
PRPP. Una posible respuesta, surge al considerar que proteínas cargadas positivamente usualmente 
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interactúan con la matriz, mientras que aquellas cargadas negativamente son repelidas (Curto et al., 
2005; Faraj et al., 2013; Noguera et al., 2013).  
Para estudiar esta hipótesis, decidimos investigar si existía alguna dependencia del volumen de 
elución con el buffer de corrida, considerando que, por ejemplo, la presencia de sales en el medio 
genera una capa de solvatación alrededor de las moléculas que disminuye la posibilidad de 
interactuar con superficies con carga. Para ello, realizamos una variedad de corridas cromatográficas 
de TcHPRTH6 (Sephadex S 200) en diferentes condiciones de fuerza iónica, determinando por 
dispersión de luz el peso molecular de la proteína estabilizada en cada condición (Figura 2.5). 
Decidimos partir de una solución únicamente de buffer Tris-HCl 20 mM, luego ensayar la condición 
utilizada por los investigadores anteriormente mencionados (20 mM de buffer Tris-HCl, pH 8, con 
5 mM de MgCl2 y 1 mM de DTT (TMD)), y luego continuar aumentando la concentración de sal.  
Como puede verse en el panel A de la Figura 2.5, la exclusión cromatográfica de la enzima en 
buffer Tris-HCl, es completamente anómala, siendo compuesta por la superposición de, al menos, dos 
picos. La presencia de tan solo 5 mM de MgCl2, parecería evitar en cierta medida la interacción con la 
matriz, interacción que sin esta sal, prácticamente impediría la movilidad de la proteína a través del 
gel. En esta condición se observa un pico único y mucho más discreto en el cromatograma. Por otra 
parte, el perfil no parece exhibir ningún cambio al agregar sobre el anterior, 1 mM de DTT.  
Continuando con el análisis, al equilibrar la columna en 20 mM de buffer Tris-HCl, pH8, con 
100 mM de NaCl, observamos el corrimiento del pico de exclusión hacia un volumen menor. El 
agregado de MgCl2, y sobre este, de DTT, revierten parcialmente el efecto, pero no de manera 
significativa. Una vez en este punto, aumentar la concentración de NaCl a 500 mM, parece no 
modificar el perfil cromatográfico, el que parece haber alcanzado su tope de corrección en la 
condición anterior de 100 mM de NaCl.  
Con esta información, parece ser evidente que modificar la fuerza iónica del medio, influye 
sobre la exclusión de la enzima. Es interesante notar que en ausencia de NaCl, la determinación del 
peso molecular en base a marcadores de peso conocido (Figura 2.5B), rinde para las condiciones TM 
y TMD, un tamaño coincidente con el del monómero de Allen y Ullman, 30 kDa. Notablemente, las 
proteínas en presencia de NaCl, excluyen a su vez, como lo haría una esfera del tamaño del dímero 
de la enzima (54 kDa). Cabe remarcar, para evitar futuras confusiones, que en este caso se utilizó una 
columna cromatográfica diferente a la de la Figura 2.3, que posiblemente establezca diferentes interacciones con 
la enzima y en consecuencia produzca otro perfil cromatográfico en presencia de NaCl. Sin embargo, y a 
pesar de las diferencias en los cromatogramas, en el panel A de la Figura 2.5, puede verse que en 
todas las condiciones el peso molecular ronda los 100 kDa, es decir, que es un tetrámero.  
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El patrón de dispersión correspondiente a la condición buffer Tris puede ubicarse por su 
longitud -ya que es el único que se extiende más allá de los 14 ml-, y como se desprende de la 
imagen, ambos picos corresponden a la forma tetramérica de la enzima. Por su parte, en esta imagen 
se puede observar también, el pequeño pico que mencionamos anteriormente, en relación a la 
variante silvestre (en esta experiencia no determinamos el peso molecular de esta especie, para tal 
análisis ver Capítulo 3). En conjunto, estos resultados indican que la fuerza iónica del buffer de corrida 
puede alterar el perfil cromatrográfico de TcHPRT, pero no alteran el estado oligomérico de la 
enzima. 
En cuanto a la observación en presencia de PRPP, debemos tener presente que la enzima posee 
–en particular en su CTR- una zona rica en residuos con carga positiva, que, como mencionamos 
anteriormente, podrían hacer que interaccione con la matriz de manera atractiva, siendo en 
consecuencia retenida más de lo esperado. Esta interacción se vería desfavorecida al agregar al buffer 
de corrida, 1 mM de PRPP, una molécula altamente cargada negativamente, que competiría con la 
matriz por los sitios de la enzima, provocando una reversión parcial del efecto.  
 
Figura 2.5. Determinación del peso molecular en diferentes condiciones. (A) Perfiles cromatográficos de 
TcHPRTH6 en diferentes condiciones. En marrón: buffer Tris-HCl (línea continua); el mismo buffer con el 
agregado de MgCl2 (línea discontinua); y buffer TMD (línea punteada). En rojo: Tris y 100 mM de NaCl (línea 
continua); el mismo buffer con el agregado de MgCl2 (línea discontinua); y buffer TMD con 100 mM de NaCl 
(línea punteada). Con línea punteada verde, se presenta el cromatograma resultante en buffer TMD con 500 mM 
de NaCl. Sobre la imagen se muestran los PM calculados con el equipo. (B) Curva de calibración con 
marcadores de peso molecular. En el inserto se muestra la relación lineal entre el Log (Rs) y el volumen de 
elución (Ve). 
En conclusión, podemos decir que la TcHPRT es una enzima tetramérica que no modifica su 
estado oligomérico al unir su sustrato, habiendo sido entonces, erróneamente estimado en el pasado 
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utilizando una filtración en gel. Por su parte, la inclusión de una cola de histidinas en su CTR, no 
afecta la oligomerización de la enzima.   
Desnaturalización en presencia de urea 
A continuación, decidimos investigar la estabilidad de la enzima frente a concentraciones 
crecientes de un agente caotrópico como es la urea. Para llevar a cabo este estudio, sometimos a las 
variantes durante 4 hs, a temperatura ambiente, a concentraciones de entre 0 y 8 M de urea en 
25 mM de buffer HEPES, pH 8, y 100 mM de NaCl. Una vez concluida la incubación, realizamos 
espectros de fluorescencia intrínseca de tirosinas, de cada una de las muestras (excitación 275 nm, 
emisión 285-450 nm). Ya que las tirosinas varían su fluorescencia en función del entorno, es de 
esperar, que como consecuencia del desplegado de la proteína, se produzca un cambio en la 
intensidad de fluorescencia. Dicho cambio puede implicar el aumento o la disminución de la señal, 
sin modificar la longitud de onda del máximo (no es esperable que ocurra un corrimiento del 
máximo de emisión hacia mayores longitudes de onda, como ocurre en el caso de las proteínas que 
se despliegan exponiendo sus triptófanos, ya que, como hemos mencionado, esta enzima no posee 
ningún residuo de dicho aminoácido). 
A continuación, para analizar la reversibilidad del proceso, las muestras incubadas a 
3, 6 y 8 M de urea, fueron sometidas a una diálisis de 16 hs, en el mismo buffer de incubación, pero 
sin el agregado del desnaturalizante. Seguidamente, las centrifugamos a 15000 rpm por 20 minutos, 
de modo de eliminar los posibles agregados de proteína mal plegados, y adquirimos espectros de 
absorbancia y fluorescencia de todas las muestras. Como resultado, observamos en cada muestra una 
gran cantidad de precipitado peptídico, consecuente con la nula absorbancia y fluorescencia del 
sobrenadante de centrifugación. A partir de esta experiencia, pudimos comprobar que ambas 
variantes se despliegan de forma irreversible en las concentraciones ensayadas. Dado que ninguna 
condición presenta reversibilidad, no es posible considerar al sistema como en un equilibrio, y por 
tanto analizar termodinámicamente el proceso de desplegado.  
Sin embargo, procedimos a analizar la información sobre el proceso de desnaturalización de 
cada variante en sí mismo. A excepción de un primer evento de disminución de la señal de 
fluorescencia, la característica principal que se observa es el aumento de la misma conforme aumenta 
la concentración de agente desnaturalizante; esta característica a su vez, no es acompañada por un 
desplazamiento hacia mayores longitudes de onda del máximo de señal (303 nm), tal como habíamos 
previsto (Figura 2.6, paneles A y B). Por su parte, ambas variantes presentan un panorama con cierta 
complejidad, debido a la presencia de al menos, dos transiciones. La característica más relevante de 
Caracterización 
- 39 - 
 
este sistema, es que ambas variantes responden de manera similar, nuevamente indicando que la 
cola de histidinas no sería la responsable de la irreversibilidad del desplegado, ni afectaría el modo 
en el que la enzima de desnaturaliza (panel C).  
 
Figura 2.6. Desnaturalización en presencia de urea. Se presentan los espectros de emisión de fluorescencia de 
las variantes (A) TcHPRTH6, y (B) TcHPRT, bajo condiciones nativas o desnaturalizantes, indicadas como 
diferentes concentraciones de urea en cada gráfico. (C) Intensidad relativa de fluorescencia. Para cada variante, 
se obtuvo el valor de intensidad de fluorescencia a 303 nm (el máximo de emisión) y se lo graficó en función de 
la concentración de urea. A continuación, para poder realizar las comparaciones entre las variantes, se 
redefinieron las curvas entre los valores 0 y 1, considerando como 0, el mínimo valor de fluorescencia a 303 nm, 
y como 1, e1 valor en el que la señal parecía estabilizarse en su valor máximo. Cabe destacar que los resultados 
se muestran hasta 7.2 M de urea, ya que a mayores concentraciones la señal perdía precisión. Para ambos 
ensayos, se utilizó una concentración de 2.5 µM de enzima, lo que equivale a 0.067 mg.ml-1 para TcHPRTH6, y 
0.064 mg.ml-1 para TcHPRT. 
A continuación, decidimos estudiar más a fondo las transiciones que tenían lugar en el proceso 
de desnaturalización, para lo cual, repetimos los ensayos con nuevos preparados de TcHPRTH6, 
procurando siempre contar con la misma concentración de enzima, 2.5 µM. Una vez obtenidos los 
valores de fluorescencia en función de la concentración de desnaturalizante, realizamos una 
corrección, otorgando el valor de 100  a todas las muestras en ausencia de desnaturalizante, de modo 
de corregir sutiles diferencias en la adquisición de los datos y poder realizar un análisis conjunto de 
los mismos. Seguidamente, calculamos el promedio y el desvío estándar de cada valor y lo 
graficamos en función de la concentración de desnaturalizante (Figura 2.7). 
Tal como habíamos mencionado anteriormente, los ensayos con el agente caotrópico, seguidos 
por fluorescencia intrínseca de tirosinas, presentan cierta complejidad debido a la presencia de al 
menos, dos transiciones: la primera en el rango de 0-1.2 M y la segunda entre 1.2 y 7 M. 
Considerando que se trata de una proteína tetramérica, analizamos la posibilidad de que durante la 
primer transición tenga lugar el desensamblado del oligómero hacia la formación del dímero o 
incluso del monómero, y seguidamente, ocurriera la desnaturalización de este último. De ser este el 
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caso, el proceso de desnaturalización del monómero estaría asociado a un aumento en la intensidad 
de fluorescencia, y tendría una concentración media asociada cercana a 3 M, y ambas variantes de la 
enzima describirían el mismo fenómeno.  
Más interesantemente, esta información podría estar indicando que sería posible intervenir en 
el proceso de ensamblado/desensamblado del oligómero, y si la oligomerización fuese condición 
necesaria para la estabilidad de la proteína, una nueva generación de inhibidores de la enzima 
podría basarse en este concepto. A su vez, de poder estabilizar las formas dimérica y monomérica, se 
podría estudiar cuál es la mínima unidad funcional para la actividad enzimática, y, nuevamente, esta 
información podría ser utilizada en beneficio del diseño racional de drogas anti-HPRT. 
 
Figura 2.7. Análisis del proceso de desnaturalización. Una hipótesis en torno a la desnaturalización química, 
podría estar dada por un desensamblado temprano del oligómero para dar lugar a la estabilización del dímero 
y de un monómero estructurado. A continuación, tendría lugar el desplegado del monómero.  
A continuación, para poner a prueba nuestra hipótesis, decidimos determinar mediante 
dispersión de luz, el estado oligomérico de la enzima en presencia de 1 M de urea. Para ello, 
equilibramos la columna de exclusión  Sephadex S 200, en 20 mM de buffer Tris-HCl, pH 8, con 
100 mM de NaCl y 1 M de urea. A continuación, incubamos por 4 hs la proteína en el mismo buffer y 
finalizada la incubación, inyectamos la muestra en el equipo (Figura 2.8). La primer observación que 
se puede realizar es que efectivamente, la incubación a bajas concentraciones de urea perturba la 
estructura cuaternaria de la macromolécula, promoviendo el desensamblado de la especie 
tetramérica.  
Como puede observarse en la curva verde del panel A (TcHPRTH6, 0.4 mg.ml-1), en estas 
condiciones se estabilizan dos especies de diferente peso molecular; la gran dispersión de los datos 
dificulta la interpretación de los mismos, pero aproximadamente se podría decir, que una de las 
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especies posee un peso molecular en torno a los 50 kDa, en tanto que la otra se encuentra alrededor 
de los 25 kDa, es decir, lo correspondiente a un dímero y un monómero de la enzima, 
respectivamente. Como mencionamos anteriormente, la concentración de las muestras influye en la 
determinación del peso molecular mediante esta técnica, por lo que, a continuación decidimos 
ensayar nuevamente la experiencia, pero con una concentración mayor de la enzima, 0.8 mg.ml-1. 
Como puede verse en la curva celeste del panel A de la Figura 2.8, en esta oportunidad parecen 
estabilizarse tres especies de diferentes pesos moleculares. Por simplicidad en la visualización del 
gráfico, decidimos calcular el peso molecular para todo el perfil cromatográfico en lugar de 
seleccionar tres regiones, sin embargo, es necesario tener presente que el cálculo se realiza punto a 
punto y puede analizarse de la misma manera. En la región donde eluye la especie que llamamos 
dimérica, se puede calcular con más certeza un peso molecular correspondiente al de un dímero. Si 
bien este pico se encuentra superpuesto con el de otra especie, podemos suponer que la especie 
mayoritaria es la dimérica, ya que la determinación es la esperada y no corresponde a un peso 
molecular mayor; en este sentido, la especie que se retiene menos –posiblemente por ser de mayor 
tamaño- se encontraría como un contaminante. Por su parte, entre los 16 y 16.5 ml de elución, se 
encuentra una especie monómerica.  
Es interesante analizar lo que sucede sobre esta curva a menores volúmenes de elución, donde 
la especie que se estabiliza parece poseer un peso molecular de aproximadamente 60 kDa. En este 
punto, es donde retomaremos la discusión sobre el cálculo del peso molecular a partir de la técnica 
de dispersión de luz. Como hemos mencionado, el peso molecular es resultado del promedio peso 
pesado de los componentes de la muestra (Folta-Stogniew et al., 1999). Una forma sencilla y 
simplificada de verlo, es pensar en una mezcla de dos especies; la especie A con un peso de 50 kDa, y 
la especie B de 100 kDa, si el peso resultante es de 60 kDa, se puede estimar la composición de la 
muestra de la siguiente manera:  
 
De esta manera, puede verse cómo una muestra polidispersa, compuesta en un 80 % por un 
polipéptido de 50 kDa, tiene un peso resultante un 20 % mayor a este, al estar mezclada con una 
molécula de mayor tamaño. Si la muestra fuera monodispersa, el peso obtenido hubiese sido de 
50 kDa. 
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Volviendo a nuestro resultado, a juzgar por el cromatograma, en la región 13.7-14.2 ml, la 
muestra debe ser polidispersa, y estar formada por la parte ascendente del pico correspondiente al 
dímero, y la especie de mayor tamaño -posiblemente el tetrámero-, que, por lo que mencionamos 
anteriormente, debe encontrarse en muy baja concentración. Es debido a ello que el peso molecular 
consecuente es algo mayor al del dímero, pero no llega a ser, por ejemplo, el de un tetrámero. En la 
región entre 15 y 16 ml, se puede realizar una estimación similar. 
Finalmente, para estudiar la reversibilidad del proceso, dializamos una alícuota de esta misma 
muestra por 16 hs en ausencia de urea, y luego determinamos su estado oligomérico por dispersión 
de luz. Cabe destacar, que previo a la inyección, se realizó una centrifugación para descartar posibles 
agregados (Figura 2.8A, curva azul). Como puede verse en la Figura, la proteína revierte al estado 
tetramérico, es decir, que la desmultimerización parece ser un fenómeno reversible. Es interesante 
notar que la elución del tetrámero ocurre en el mismo volumen en el que lo hace el dímero, 
demostrando que en presencia de urea, las eluciones ocurren a menores volúmenes. Podría ser que 
en estas condiciones estemos en presencia de dímeros, monómeros y tetrámeros expandidos, y que 
por tanto eluyan a menores volúmenes que los esperados para esta enzima. Pero también podría 
ocurrir, que el medio con urea cancele las interacciones entre la matriz y la proteína. Debido a la mala 
calidad de los datos de dispersión, no fue posible realizar el cálculo del Rh que podría responder esta 
interrogante.  
Paralelamente, la variante silvestre se comporta de manera similar ante la presencia de 1 M de 
urea (panel B). En este caso, también se logran diferenciar las tres especies, aunque la dimérica y la 
monomérica no parecen estar tan pobladas como en el caso anterior. Es llamativo que a bajas 
concentraciones de la enzima (curva rosa), la elución del dímero ocurra en un volumen menor que 
cuando se la ensaya a mayores concentraciones. En esta última instancia, también resalta que la 
composición del pico mayor (curva naranja), es  mayoritariamente tetramérica (o de un peso 
molecular superior al del dímero). Finalmente, al igual que TcHPRTH6, la variante silvestre también 
revierte al estado tetramérico luego de una diálisis en ausencia de urea. Este resultado podría sugerir 
que el proceso de agregación observado a mayores concentraciones de urea, tiene lugar durante el 
replegado (o desplegado) del monómero y no durante la asociación/disociación de las subunidades. 
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Figura 2.8. Modulación del estado oligomérico. Se presentan los cromatogramas (líneas) de cada variante y el 
peso molecular correspondiente (puntos). (A) TcHPRTH6, se utilizó en 0.4 mg.ml-1 (verde) y 0.8 mg.ml-1 
(celeste). Esta última, también se presenta luego de una diálisis sin urea, ensayada sobre la columna en el 
mismo buffer sin caótropo (azul). (B) TcHPRT, se utilizó en 0.38 mg.ml-1 (rosa) y 0.1 mg.ml-1 (naranja). Esta 
última, también se presenta luego de una diálisis sin urea, ensayada sobre la columna en el mismo buffer sin 
caótropo (marrón).  
De los resultados presentados en la Figura 2.8, se desprende una consideración más. El 
desensamblado del oligómero, parece ser dependiente de la concentración de enzima. Si se lo 
considera como parte de un sistema en equilibrio (cabe destacar que el experimento cromatográfico 
de exclusión molecular, no es de equilibrio), parece posible que al aumentar la concentración de 
proteína, se requiera de más desnaturalizante para desarmar el tetrámero. Siendo este un resultado 
lógico, si es que las interacciones que contribuyen a estabilizar al oligómero, también contribuyen 
con la estabilización del estado nativo de cada monómero con respecto al estado desplegado. 
Con esta hipótesis en mente, decidimos ensayar frente a concentraciones crecientes de urea, la 
desnaturalización de dos concentraciones de TcHPRTH6, (0.06 y 0.1 mg.ml-1, equivalentes a las que, 
luego de atravesar la columna, llegan al detector del equipo de dispersión de luz). Como puede verse 
en la Figura 2.9, al aumentar la concentración de la enzima, se produce un corrimiento de la región 
previamente considerada como multímero, forzando a que la desnaturalización final del monómero 
ocurra a mayores concentraciones de urea. 
Es interesante notar, que si bien el desensamblado en presencia de urea, parecería depender de 
la concentración de proteína, el estado oligomérico en condiciones nativas, se mantiene invariable en 
todo el rango de concentraciones ensayadas en este capítulo. 
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Figura 2.9. Dependencia del desensamblado con la concentración proteica. Se presenta la curva de 
fluorescencia a 303 nm, para dos preparados de TcHPRTH6. La concentración indicada como 2.5 µM, equivale a 
0.06 mg.ml-1; en tanto que la concentración indicada como 4.1 µM, equivale a 0.1 mg.ml-1. Ambas curvas fueron 
procesadas de la misma manera que en la Figura 2.6, de modo de hacer coincidir su mínimo con el cero y su 
máximo con el 1. 
Estabilidad térmica 
A continuación, decidimos estudiar la estabilidad térmica de ambas enzimas. Para llevar a cabo 
tal estudio, expusimos las muestras proteicas frente a un aumento gradual de la temperatura, de 
0 a 80 °C, aumentando a razón de 1 °C por minuto. Paralelamente, realizamos el seguimiento del 
proceso de desnaturalización a través de la medida de la señal de CD a 220 nm (región donde se 
observa la mayor amplitud de señal). Cabe destacar, que para evitar las variaciones de pH en el buffer 
Tris-HCl, debidas al aumento de la temperatura, decidimos preparar las muestras en 20 mM de 
buffer fosfato, pH 8, con 100 mM de NaCl. 
A partir de los resultados obtenidos (Figura 2.10A), se puede afirmar que ambas variantes 
presentan un comportamiento cooperativo para el desplegado. Sin embargo, existe una clara 
diferencia entre el comportamiento de las especies, siendo aparentemente, TcHPRTH6, la variante 
más resistente al aumento de la temperatura. Por otra parte, a pesar de las diferencias observadas en 
cuanto a su estabilidad, ambas proteínas agregan irreversiblemente poco después de alcanzar los 
60 °C, limitando nuevamente, cualquier análisis termodinámico. Cabe destacar, que realizamos el 
ensayo sobre diferentes preparados de cada variante, y sobre diferentes concentraciones de cada una. 
En todas las oportunidades obtuvimos el mismo resultado, sugiriendo que no hay dependencia con 
la concentración –a diferencia del desplegado químico- y que las diferencias entre las variantes, son 
reproducibles.  
El cambio observado en el valor de la Tm aparente, sugiere que la cola de histidinas presente en 
TcHPRTH6 podría aumentar la termoestabilidad de la variante, debido a un incremento en la barrera 
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de activación hacia la formación de la especie propensa a la agregación. Sin embargo, dicho 
fenómeno podría también ser consecuencia del proceso de purificación, mucho más complejo, de la 
variante silvestre. En el Capítulo 4, se analizará la actividad enzimática de la variante TcHPRTH6 
luego de ser sometida a una precipitación con sulfato de amonio. Estudio del que surgen las 
primeras evidencias que avalan la hipótesis de que la enzima sería muy susceptible al proceso de 
purificación, quedando debilitada en torno a su actividad, y posiblemente también, a su estabilidad. 
Para afirmar tal hipótesis, aún quedan pendientes ciertas pruebas, como por ejemplo, ensayar el 
desplegado térmico sobre una muestra de TcHPRTH6 -aislada con la columna de Ni-NTA-, antes y 
después de ser sometida al proceso de purificación de la variante silvestre, o bien, tan solo al proceso 
que creemos más perjudicial, la precipitación con sulfato de amonio. 
A continuación, nos preguntamos sobre la relación entre la pérdida de estabilidad y la 
actividad enzimática. Para ello, decidimos ensayar la actividad sobre TcHPRTH6 conforme aumenta el 
tiempo de incubación a 60 °C. La medidas de actividad se discutirán en detalle en el Capítulo 4, pero 
es necesario mencionar que, a una concentración fija de los sustratos (50 µM de Hx, y 
200 µM de PRPP), se sigue durante 100 segundos el aumento de absorbancia a 245 nm, que es 
consecuencia de la formación de producto; seguidamente, se define la actividad como la pendiente 
inicial de cada curva obtenida.  
 
Figura 2.10. Desnaturalización térmica. (A) Para cada variante, se muestra sólo una curva representativa de 
varios ensayos a diferentes concentraciones. Como puede notarse, TcHPRT (línea gris), aparenta ser menos 
estable que TcHPRTH6 (línea negra); sin embargo, como podrá analizarse en el Capítulo 4, la variante TcHPRT 
podría ver reducida su actividad como consecuencia del proceso de purificación. (B) Se presenta la actividad 
de TcHPRTH6 (círculos grises) en función del tiempo de incubación a 60 °C. En línea continua se muestra el 
perfil de agregación. 
Con estas consideraciones, realizamos un calentamiento rápido sobre TcHPRTH6, pasando de 
4 a 60 °C en 75 segundos (Figura 2.10 B). Una vez alcanzada la temperatura, iniciamos la adquisición 
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de datos de turbidez a 350 nm, de modo de estudiar el fenómeno de agregación proteica, y 
paralelamente, determinamos la actividad en diferentes tiempos, 2, 5, 10 y 15 minutos. Como puede 
verse en la Figura, luego de 2 minutos a 60 °C, la muestra pierde el 70 % de la actividad en 
comparación con la misma muestra incubada durante el mismo tiempo a 4 °C –no se incluye el punto 
para evitar confusiones, ya que el tiempo indicado se refiere a una vez alcanzado los 60 °C, y no 
incluye los 75 segundos iniciales-. Es interesante notar, que en esta condición, si bien solamente se 
detecta un 28.7 % de actividad, el 86 % de la muestra aún permanece en solución, pero a juzgar por la 
señal de CD, se encontraría en estado desplegado. Cabe destacar también, que los experimentos no 
son exactamente idénticos ya que aquí se produjo un calentamiento rápido de las muestras, en tanto 
que para la desnaturalización térmica se realizó un calentamiento controlado, como mencionamos 
anteriormente. Es posible considerar que siendo que la proteína agrega irreversiblemente, aumentar 
o disminuir el tiempo de incubación en cada punto, derive en patrones diferentes de 
desnaturalización para estas proteínas. Al llegar a los 60 °C, nuestras muestras tienen acumulados 
varios minutos a 59, 58, 57 °C y demás temperaturas (ya que la colecta de la muestra tampoco es 
inmediata). En tal caso, al llegar a los 60 °C, las proteínas se encuentran mayormente desplegadas, y 
aunque la agregación total se logra a los 70 °C, posiblemente se deba a estar incubadas varios 
minutos a altas temperaturas. 
  Siendo que la actividad es ensayada a 25 °C, y que ese 28.7 % de actividad se logra en 
muestras con poca agregación, es interesante notar que, o bien ese porcentaje de moléculas se 
encuentran aún en estado nativo, o bien logran replegarse rápidamente al disminuir la temperatura. 
Más allá de este punto, es posible analizar cómo, junto con el progreso de la agregación irreversible, 
se da también la pérdida de actividad. Esta información nos abre las puertas a futuros análisis de la 
termoestabilidad de la TcHPRT, en los que se ensaye una menor temperatura final, en la que 
posiblemente la desnaturalización sea reversible.  
Discusión 
Iniciamos este capítulo realizando una caracterización espectroscópica de la variante silvestre y 
la variante con la cola de histidinas en su CTR. De esa inspección pudimos concluir que ambas 
proteínas se encuentran correctamente plegadas y que es posible que la dinámica de las CTR esté 
ligeramente afectada por la inclusión de la cola de histinas. Sin embargo, no hay información que 
indique que esta variante se vea perjudicada por el agregado de tales residuos. 
A continuación llegamos al que quizás represente el avance más importante de nuestros 
resultados. Contrariamente a la interpretación de que la enzima se encuentra en estado 
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monómerico/dímerico, como se sugirió por SEC y por asociación a la estructura cristalográfica de la 
variante corta (Focia et al., 1998), las proteínas de longitud completa TcHPRT y TcHPRTH6, adoptan 
en solución una forma tetramérica, que no modula su estado oligomérico por la interacción con su 
principal ligando, PRPP (Valsecchi et al., 2016). Estas variantes a su vez, describen un 
comportamiento hidrodinámico anómalo, producto de interacciones con la resina y para nada 
ligadas a un grado de compactación desmesurado.  
A su vez, el proceso de oligomerización resulta ser reversible y puede ser modulado por bajas 
concentraciones de urea (en el rango 1-2 M). Este agente caotrópico, perturba el equilibrio haciendo 
que se pueblen mayoritariamente las especies monomérica y dimérica, pero al ser removido por 
diálisis, permite recuperar la especie tetramérica. A altas concentraciones del agente 
desnaturalizante, la forma monomérica se desnaturaliza de forma irreversible y, concomitantemente 
sufre un proceso de agregación impidiéndonos realizar una caracterización termodinámica del 
proceso.  
Finalmente, solo una caracterización biofísica presentó diferencias significativas entre ambas 
variantes, y se trató del estudio de la estabilidad térmica. Si bien ambas proteínas, resultan agregar 
irreversiblemente a partir de los 50 y 60 °C, al igual que a bajas concentraciones de urea, es posible 
que se halle cierta reversibilidad si se ensaya el desplegado hasta menores temperaturas; este ítem 
será tema de estudio en futuros análisis. Por su parte, es interesante notar que TcHPRT resulta ser la 
menos estable de las enzimas. Es posible que esta diferencia se deba a cierta inestabilidad provocada 
en el proceso de purificación, pero también es interesante destacar, que frente a un aumento de la 
concentración de urea, las proteínas responden de modo similar, cosa que no ocurre en torno al 
aumento de la temperatura. De aquí puede surgir, que los mecanismos de desnaturalización (el 
químico y el físico), actúen de forma diferente sobre la enzima, y por tanto, la labilidad de TcHPRT 
sea más sensible a uno u otro. Cabe destacar también, que la naturaleza de la señal en cada 
experimento radica en especies diferentes (la fluorescencia da cuenta de la estructura terciaria y el 
CD-lejano de la secundaria). Es difícil considerar que la estructura secundaria de una proteína sea 
más sensible que la terciaria, como lo sugerirían nuestros resultados, por lo que la explicación debe 
estar relacionada al mecanismo de desnaturalización. 
A lo largo de este capítulo, hemos avanzado en el conocimiento de la proteína y hemos 
adquirido información de utilidad. A partir de ahora, no podemos continuar interpretando esta 
enzima como un monómero en solución, y a partir de esto se abren nuevas ventanas de estudio. Una 
de ellas, es el análisis de la estructura cuaternaria; en bibliografía existen reportadas varias 
estructuras cristalográficas de diferentes homólogos de la enzima, siendo solo dos arreglos 
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cuaternarios los más frecuentemente encontrados (Moynié et al., 2012). Para el caso de TcHPRT, la 
estructura de referencia es el dímero del cristal 1TC2 -con el que trabajamos hasta el momento-, pero 
también existen moléculas tetraméricas, poco consideradas debido a su baja resolución en 
comparación con la del dímero. Considerando esta falta de información, creemos conveniente 
obtener la estructura tetramérica de la TcHPRT, por primera vez entendida como tal. Esta estructura 
podría ser de utilidad a la hora de analizar, si es que existen, diferencias estructurales entre ambas 
variantes que expliquen las observaciones realizadas a lo largo de este capítulo; también podría 
servir para explicar el proceso de desensamblado del oligómero; y finalmente, podría ser de utilidad 
a la hora de enfrentar la caracterización de la acción de diversos ligandos sobre la enzima, ya sea 
como herramienta computacional o como base para la generación de nuevos cristales. Es en base a 
ello, que iniciará el siguiente capítulo. 
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Capítulo 3 
 
Estructura cristalográfica 
 
Como se mencionó en las secciones anteriores, se ha descripto que ciertos homólogos de la 
HPRT forman dímeros en solución, como es el caso de la enzima de Leishmania tarentolae (Monzani et 
al., 2002), pero también se han reportado casos en los que la HPRT aparece como tetrámero en 
solución, entre los que se encuentran las HPRTs de Toxoplasma gondii (Héroux et al., 1999), 
Plasmodium falciparum (Raman et al., 2005) y la variante humana (Shi et al., 1999). Como también 
comentamos en el Capítulo 2, en el caso de la TcHPRT, Allen y Ullman (1994) describieron un 
monómero en solución con la capacidad de dimerizar al unir sus ligandos. Esta información si bien 
contrasta con los resultados expuestos en el Capítulo 2, fue ampliamente utilizada a la hora de 
analizar cristalográficamente a la proteína (Balendiran et al., 1999; Canyuk et al., 2001; Canyuk et al., 
2004; Focia et al., 1998a; Focia et al., 1998b; Nieves-Alicea et al., 1998). Los primeros estudios 
cristalográficos indicaron que se trataba de una unidad asimétrica con dos subunidades, que 
presumiblemente formarían el dímero funcional y revelaban la presencia de contactos 
intermoleculares formando una gran superficie de interacción entre las subunidades que podrían 
estabilizar el arreglo cuaternario hallado para la proteína en solución (Focia, et al., 1998b). Por su 
parte, hasta el momento, no se han encontrado eventos en los que la TcHPRT cristalice como 
monómero, aunque sí se han descripto estructuras en las que la TcHPRT se presenta como un 
tetrámero (PDB 1P17, 1P18 y 1P19). En los artículos asociados a dichas estructuras, reportadas por el 
mismo grupo de Focia y colaboradores, no se hace referencia al tetrámero en sí mismo, ni a las 
interacciones que lo establizan, focalizando la atención a lo que sucede en el contexto del dímero, el 
que suponían, era la unidad funcional (Canyuk, et al., 2004).  
Considerando, (a) la variabilidad mencionada entre los distintos homólogos de esta enzima; 
(b) nuestros estudios de dispersión de luz, en los que se demuestra que la TcHPRT es un tetrámero 
en solución que no modifica su estado oligomérico en presencia o ausencia de PRPP o Pamidronato 
(ver Capítulo 2); (c) el interés demostrado en lograr estabilizar las formas dimérica y monomérica de 
la proteína; y (d) que a su vez, no existe una estructura en ausencia de ligandos; resulta evidente la 
necesidad de definir cuáles son los elementos que rigen la estabilidad de la forma tetramérica. 
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Con esto en mente, nos propusimos obtener la estructura cristalográfica de las variantes 
TcHPRT y TcHPRTH6, esperando tal vez, encontrar también evidencias estructurales que expliquen 
las diferencias de estabilidad observadas para ambas variantes (ver Capítulo 2). Cabe destacar que 
esta parte del trabajo se realizó en el laboratorio dirigido por el Dr. Alberto Podjarny en el IGMBC 
(Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire) ubicado en la ciudad de Estrasburgo, 
Francia. 
Optimización de las condiciones de cristalización 
Realizamos las primeras pruebas de cristalización utilizando el método de la gota suspendida, 
y proteína preparada en buffer Bis-Tris 20 mM, pH 6.8, MgCl2 6 mM en una concentración de 
5 mg ml-1 para reproducir las condiciones descriptas en bibliografía (Focia, et al., 1998b). Sin embargo 
en tal oportunidad no logramos obtener cristales, motivo por el cual decidimos realizar una nueva 
optimización y selección de las mejores condiciones de cristalización. Esta nueva etapa de trabajo, 
incluyó preparar TcHPRTH6 y TcHPRT en la misma concentración, pero preparada en buffer 
Tris-HCl 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM, que es el óptimo para su purificación. Para llevar a cabo el 
experimento, se utilizó el método de la gota sentada en placas de 96 coordenadas, conteniendo cada 
una, 2 pocillos circulares y espacio para el reservorio. 
Para realizar las gotas, utilizamos 0.5 µl de solución de proteína, e igual cantidad de solución 
de reservorio, ensayando 14 placas que analizan por duplicado cada uno de los conjuntos 
comerciales listados en la Tabla 3.1. El muestreo se realizó con ayuda del robot Mosquito 
(TTP-Labtech), y las muestras se incubaron según se indica en la misma Tabla 3.1.  
Tabla 3.1: Condiciones de cristalización*. 
 
*Cada uno de los conjuntos posee 96 condiciones diferentes. 
A pesar de la gran similitud entre los cristales obtenidos para ambas variantes (Figura 3.1), 
únicamente logramos obtener un buen conjunto de datos para la variante TcHPRTH6, no habiendo 
podido obtener cristales de TcHPRT que difractaran a menos de 3 Å. En líneas generales, las 
condiciones en las que se lograron cristales difractables se pueden analizar en la Figura 3.1. Cabe 
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destacar, que la estructura fue resuelta a partir del cristal logrado en 
buffer MES 0.1 M, pH 6.5 y PEG 20000, 12 % (p/v) a 20 °C (Figura 3.1A).  
Como puede observarse en la Figura 3.1, incluso en las condiciones que presentan precipitado 
proteico –fenómeno esperable dado la alta tendencia a la agregación de la proteína– es posible 
encontrar cristales. En la misma Figura 3.1 pueden apreciarse dos tipos de cristales, uno de agujas 
finas y alargadas, que es el que más se repite en las condiciones ensayadas; y otro de tamaño 
considerablemente menor, que también posee forma de bastón y en algunos casos se observan 
ramificaciones. Como se mencionó anteriormente, estas preparaciones fueron realizadas utilizando 
un robot capaz de realizar una gran cantidad de ensayos en un tiempo sumamente corto. Utilizar 
esta técnica, puede causar el ingreso al sistema de partículas de polvo, que finalmente sirven como 
núcleo de cristalización de especies no periódicas que no logran difractar, o que lo hacen con menor 
resolución. En tales casos, es recomendable preparar dichas condiciones manualmente y realizar la 
correspondiente optimización, de modo de obtener cristales que difracten mejor. Asimismo, los 
cristales pequeños son difíciles de difractar y en ocasiones no se logra la mejoría incluso utilizando 
un equipo de microfoco. Por otra parte, en muchos casos, el tamaño del cristal está mayormente 
relacionado a la composición de la gota, sin embargo, el tiempo y la temperatura de incubación 
pueden ser decisivos: a menor temperatura los cristales demoran más tiempo en alcanzar un tamaño 
adecuado, pero a su vez, las moléculas pueden visitar distintas orientaciones y, en consecuencia, 
ordenarse de forma adecuada. Por este motivo, es sumamente relevante realizar una optimización de 
las condiciones de cristalización.  
Retomando el caso de las variantes en buffer MES, y contextualizándolo con lo anterior, existen 
diversos motivos que explican la falta de datos cristalográficos para la variante silvestre. Si bien no se 
puede descartar una relación con la presencia de la cola de histidinas, es sumamente posible, que la 
misma condición en diferentes preparaciones no rinda cristales de la misma calidad. Por otra parte, 
se debe tener presente que, como mencionamos en el Capítulo 2, el método de purificación es 
absolutamente diferente en ambos casos, lo que en una proteína tan propensa a la agregación, puede 
afectar la estabilidad y posteriormente la formación de cristales. Asimismo, el tipo de impurezas 
presentes en la muestra también serán diferentes, y en consecuencia se podría ver afectado el proceso 
de nucleación y crecimiento de los cristales.  
Cabe destacar, sin embargo, que en la condición indicada en la Figura 3.1A se obtuvieron los 
mejores resultados de difracción para ambas variantes, y si bien en el caso de TcHPRT no se 
consideró suficiente para colectar datos, su resolución resultó cerca del límite de lo aceptable para 
una proteína de su tamaño.  
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Figura 3.1. Cristales probados en sincrotrón. (A) TcHPRT y TcHPRTH6 en buffer MES 0.1 M, pH 6.5 y PEG 
20000, 12 % (p/v) a 20 °C. Izquierda. TcHPRTH6, los cristales difractaron a 2.65 y 3 Å. Derecha. TcHPRT, 2 
de los 6 cristales difractaron a 5 y 9 Å. (B a G) ver detalle de condiciones en la tabla. Todas las imágenes se 
encuentran en la misma escala a fin de poder analizar el tamaño relativo de cada cristal. 
Colección de datos y determinación de la estructura 
Una vez obtenidos y seleccionados los cristales, los criopreservamos en dos pasos con 
soluciones de reservorio adicionadas con etilenglicol 15 y 30 %, y los enfriamos rápidamente en 
nitrógeno líquido. Colectamos los datos de difracción de rayos X a una resolución de 2.65 Å en la 
línea de cristalografía X06DA PXIII del sincrotrón Swiss Light Source, del Paul Scherrer Institut, en 
Suiza. Posteriormente, estos datos fueron procesados utilizando el programa HKL2000 (Otwinowski 
et al., 1997), y para resolver la estructura cristalográfica realizamos un reemplazo molecular 
utilizando el programa PHASER del paquete CCP4 (Winn et al., 2011), tomando como modelo de 
partida el PDB 1TC2. Seguidamente realizamos el modelado manual utilizando el programa COOT 
(Emsley et al., 2004) y el refinamiento con el programa Refmac del CCP4 (Murshudov et al., 2011). La 
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estructura fue depositada en la base de datos de proteínas bajo el código PDB 5EUC 
(DOI: 10.2210/pdb5euc/pdb) y es la que se presenta en la Figura 3.2 (ver estadísticas de la colección de 
datos y el refinamiento en la Tabla 3.2). 
De la mano con los resultados de dispersión de luz, la TcHPRTH6 cristaliza como un claro 
tetrámero (Figura 3.2), con el tipo de estructura α/β previamente indicado. Anteriormente 
establecimos (ver Capítulo 1), que en la estructura cristalográfica puede ubicarse el loop comprendido 
entre los residuos 81-92, por ser un loop largo que se encuentra inmediatamente por debajo de la 
región C-terminal (CTR), dejando un espacio libre que será el destinado a la ubicación de los 
ligandos. Como puede notarse entonces, en el contexto del tetrámero en la Figura 3.2, los sitios 
activos se posicionan de manera sumamente cuidada: todos se encuentran en cierta manera 
protegidos del solvente, al posicionarse en el centro de la estructura (si bien no en su interior), y a su 
vez debajo de la CTR; y adicionalmente, se orientan hacia polos opuestos de la molécula. Esta 
distribución polarizada, aparece en dos pares, formados por las subunidades ubicadas en posición 
diagonal (observar qué moléculas poseen su CTR y loop 81-92 apuntando hacia el mismo polo). 
Tabla 3.2. Estadísticas de la colección de datos y el refinamiento de la 
estructura cristalográfica de TcHPRTH6 (PDB 5EUC). 
 
*Los valores entre paréntesis corresponden a los de la capa de mayor resolución 
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Figura 3.2. Estructura cristalográfica de TcHPRTH6. En cada subunidad se destaca la CTR y el loop 81-92, el 
espacio entre ellos marca el sitio activo de la enzima. Para mayor claridad, al girar las moléculas en los 
paneles D y C se eliminaron el resto de las subunidades. 
En cuanto al tetrámero obtenido, podemos observar que la estructura de los monómeros es 
muy semejante, a juzgar por los bajos valores de RMSD que se obtienen luego de superponer sus 
estructuras (Figura 3.3B). Y que cada uno de ellos es semejante a los presentes en PDB 1TC2, que se 
utilizó como modelo en el reemplazo molecular. Como mencionamos en el Capítulo 1, esta molécula 
es hasta el momento y debido a su alta resolución, la estructura de referencia de TcHPRT. 
Comparando ambas estructuras, las mayores diferencias aparecen en torno al loop 81-92 
(Figura 3.3B), un elemento clave para la funcionalidad de la proteína, que es entendido como una 
región altamente móvil (Lee et al., 2001). La estructura 1TC2, muestra que el mencionado loop puede 
adquirir al menos dos conformaciones diferentes, en una de las cuales se muestra abierto, 
exponiendo al solvente un gran área de proteína que incluye al sitio activo, mientras que en la 
segunda orientación, permanece cerrado y con una conformación mucho más compacta 
(Figura 3.3A). Ha sido sugerido que el intercambio entre estas dos conformaciones podría contribuir 
a la actividad de la TcHPRT, al permitir el acceso al sitio activo y optimizando las interacciones a lo 
largo del ciclo catalítico, por medio de un movimiento de apertura-cierre de dicho loop (Focia, et al., 
1998b). La estructura 5EUC en cambio, presenta una posición intermedia de esta región, señalando 
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una gran flexibilidad conformacional, que sugiere una noción diferente al sistema de dos estados que 
alterna entre las posiciones abierto-cerrado, considerado hasta el momento (Figura 3.3A). A su vez, 
este loop presenta los mayores valores de factores de temperatura (o factores B) de todo el cristal 
(Figura 3.3C), revelando nuevamente la gran movilidad de esta región. Cabe destacar que al 
corresponder a una forma de enzima libre, es de esperar que los loops involucrados en la unión de los 
sustratos adopten una amplia variedad de conformaciones, y que en contraposición, los loops de la 
molécula 1TC2 (que interactúan con ligandos), visiten menos estados conformacionales. En este 
sentido, simulaciones computacionales preliminares, llevadas a cabo en el laboratorio, indican que 
un dímero como el que se muestra en el panel B de la Figura 3.2 (superponible con la 
molécula 1TC2), posee un loop 81-92 que puede permanecer abierto, explorando (o adoptando) una 
mayor cantidad de conformaciones que el mismo loop de en presencia de ligandos. Adicionalmente, 
hemos observado, en simulaciones sobre la estructura 5EUC, que el contexto tetramérico limita el 
espacio conformacional que puede adquirir el loop 81-92, en comparación con el dímero de enzima 
libre. Esta observación parece indicar, que de alguna manera, la molécula posicionada de forma 
enfrentada a dicho loop, hace las veces de pared, impidiendo su movilidad (ver más adelante, 
implicancias de esta observación). 
Continuando con la caracterización, los loops 35-45 y 50-54 también presentan aumentado su 
valor de RMSD, aunque menos marcadamente que el 81-92, y el primero de ellos, únicamente lo hace 
en la región 40-44. El loop 50-54 forma parte del sitio activo estando directamente relacionado con el 
posicionamiento del PRPP, y a su vez posee la lisina en la posición 52 (Lys52), anómalamente en 
conformación cis, que, como se comentó en el Capítulo 1, se cree está involucrada en la superficie de 
dimerización. Esta observación, realizada por Focia (Focia, et al., 1998b), apoyó la propuesta de Allen 
y Ulman sobre la dimerización de la TcHPRT al unir PRPP (Allen et al., 1994); la hipótesis de Focia 
explicaba que el posicionamiento del PRPP en el sitio activo, produciría un cambio conformacional 
en el loop 50-54 y la lámina 46-49, exponiendo la Lys52 que posteriormente participaría en la 
oligomerización del dímero. Si bien en el Capítulo 2 se demostró que tal afirmación es incorrecta, el 
residuo Lys52, sí podría estar involucrado en la superficie de dimerización, aunque tal observación 
se produce sin necesidad de involucrar la presencia de un de ligando. Esta afirmación se realiza 
luego de analizar un alineamiento estructural de 1TC2 (con PRPP) y 5EUC (sin ligandos), en el que se 
puede ver que los residuos Lys52 de ambas estructuras se proyectan en la misma dirección y son 
perfectamente superponibles (no mostrado). 
Asimismo, dada la vinculación de este loop con el posicionamiento de la ribosa, se podrían 
explicar las diferencias de RMSD entre las cadenas, como producto de fluctuaciones en un entorno 
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sin PRPP. Precedente a la lámina 46-49, se encuentra el loop 35-45, que a pesar de no estar 
directamente relacionado con el sitio activo, es una región llamativamente más extensa que la 
correspondiente a otras homólogas. Por el contrario, el loop 69-72, que se encuentra al final de la 
hebra 55-68, es una región mucho más corta que la presente en otros homólogos de la enzima. Estas 
regiones se tratarán más tarde en este capítulo, pero es interesante notar, que ambas están ligadas al 
loop 50-54. 
 
Figura 3.3. Análisis de la estructura obtenida. (A) Superposición de la cadena A del PDB 5EUC, con las 
cadenas A y B del PDB 1TC2. Se destaca en los tres casos el loop 81-92, siendo presentada en celeste la 
conformación abierta y en azul la cerrada del PDB 1TC2 y en naranja la del PDB 5EUC, obtenido en este 
trabajo, que muestra una ubicación intermedia. (B) Representación por residuo de las Root-Mean-Square 
Deviations (RMSD) que muestra las desviaciones de la posición de los átomos del carbono alfa de cada 
cadena en relación a la cadena D, que se tomó como referencia. (C) Factores B correspondientes a los 
átomos de los carbonos alfa de cada cadena, a partir de este gráfico se tiene una idea del grado de certeza 
con el que la posición de cada átomo fue determinada, los extremos y los loops más móviles, suelen tener 
estos valores aumentados. 
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Lamentablemente, los datos cristalográficos no nos permitieron resolver la ubicación de los 
residuos comprendidos entre los residuos K197 y Y221 ni la ubicación de la cola de histidinas, lo que 
sugiere que se trata de una región altamente flexible y sumamente desordenada. Sin embargo, la 
elevada similitud entre la estructura obtenida en este trabajo, que incluye una cola de histidinas, y las 
previamente reportadas para la misma proteína (por ejemplo 1TC1, 1TC2, 1P17, 1P18 o 1P19), 
indican que el segmento de histidinas no tiene un efecto adverso sobre la estructura, es decir que no 
resulta en artificios que se deriven de la introducción de un segmento ajeno a la proteína natural,  lo 
que daría cuenta de que tales residuos, no significarían una desventaja para el plegado de la 
proteína, y sumaría a las evidencias presentadas en el capítulo anterior. 
Residuos desordenados 
Si bien es común encontrar que aproximadamente los primeros 5 residuos de cada extremo de 
las proteínas globulares, no posean una estructura periódica, el caso de la CTR de esta proteína 
resulta sumamente interesante ya que este número es considerablemente mayor (Figura 3.4). En 
relación a ello, nos preguntamos cuál sería el grado de desorden de la CTR de esta enzima y de otras 
homólogas, para lo cual realizamos una predicción de desorden utilizando el servidor Protein 
DisOrder Prediction System (PrDOS, http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi (Ishida et al., 2007)).  
Las proteínas o regiones de proteínas naturalmente desordenadas o desestructuradas, son 
proteínas o regiones muy flexibles y con estructuras inestables incluso en sus estados nativos. Es 
importante no confundir este desorden con el concepto termodinámico de desplegado, altamente 
asociado a la pérdida de actividad; de hecho, proteínas con este tipo de arreglo parecen tener como 
función central el reconocimiento molecular de otras proteínas o también ADN, e incluso han sido 
reportadas vinculadas a una amplia gama de procesos biológicos como el control del ciclo celular, la 
regulación de la expresión y los mecanismos de señalización celular (Kjaergaard et al., 2017). Si bien, 
en algunos casos se ha observado que luego de unir sus ligandos, tales proteínas adquieren cierto 
tipo de orden, es habitual encontrar que estas especies sean difícilmente cristalizables debido a la 
ausencia del orden cristalográfico necesario (Pauwels et al., 2017). Por su parte, los predictores de 
desorden si bien poseen una gran variedad de métodos alternativos de cálculo, utilizan dos 
características generales de este tipo de regiones, como son, la alta frecuencia de residuos hidrofílicos 
y cargados, y la baja complejidad en secuencia (Ishida, et al., 2007). Cabe destacar que este análisis es 
aproximado, y que cada servidor resolverá un número diferente de residuos desordenados, debido a 
que realizan diferentes consideraciones. 
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Como se ha comentado en el Capítulo 1, en la caso de TcHPRT la extensión desordenada 
involucra aproximadamente 23-28 residuos, lo que es considerablemente mayor a lo conocido en 
torno a otras HPRT estudiadas. Concomitantemente, y dada la baja densidad electrónica encontrada 
para esta región, este segmento se encuentra pobremente estructurado. Como también se mencionó 
anteriormente, es precisamente en esta región en donde la enzima posee el tripéptido SKY (residuos 
219-221), perteneciente al sistema de señalización PTS1, que la localiza en el glicosoma. Una teoría 
indica que el desorden en la CTR de la TcHPRT podría ser esencial para que la enzima se 
compartimentalice correctamente, al igual que ocurre con otras proteínas.  
Es interesante notar que, las HPRTs no sólo poseen residuos altamente conservados (ver 
Capítulo 1) sino que, como se desprende de la Figura 3.4, también hay una clara tendencia a 
conservar el grado de desorden a lo largo de la secuencia. Por su parte, analizando la CTR, podemos 
observar que las proteínas pertenecientes al género Trypanosoma, son las que poseen el mayor grado 
de desorden, siendo entre ellas, TcHPRT la que muestra la mayor diferencia. Curiosamente, las 
HPRT de Leishmania, un kinetoplástido sumamente relacionado con el anterior, poseen su tripéptido 
de localización glicosomal en una CTR con bajo grado de desorden. Finalmente, las HPRT 
bacterianas no presentan un desorden significativo en su CTR; pero es necesario recordar, que en 
estos organismos la producción y localización de HPRT es citoplasmática (ver Capítulo 1). 
 
 Figura 3.4 Contenido de desorden en HPRTs. (A) Perfil que muestra las regiones con alto grado de 
desorden a lo largo de la secuencia. La numeración corresponde a TcHPRT (línea negra); todas las 
secuencias fueron alineadas tomando como referencia el loop 81-92 de esta variante. (B) Número de residuos 
predichos (con una probabilidad mayor al 50 %) como desordenados en la CTR (círculo azul). Los cálculos se 
realizaron utilizando los algoritmos PrDOS, POODLE (Shimizu, 2014), IUPred (Dosztanyi et al., 2005) y Disprot 
(Sickmeier et al., 2007), para mayor claridad únicamente se presentan los correspondientes al primero. 
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Rol de la CTR en el estado oligomérico 
Si bien en este trabajo fue imposible asignar una ubicación espacial a los residuos de la CTR, 
esto no es lo que ocurre en todas las estructuras cristalográficas de la TcHPRT, como por ejemplo, el 
PDB 1P17 mencionado anteriormente, que muestra una TcHPRT cristalizada como tetrámero en 
donde al menos en el caso de la cadena B, las coordenadas para la CTR aparecen bien definidas hasta 
el residuo 211 (Canyuk, et al., 2004). En tal estructura, puede observase cómo a pesar de no exhibir un 
orden regular,  la CTR se prolonga en la misma dirección dictada por los precedentes residuos de la 
hélice C-terminal (Figura 3.5). Extrapolando hacia las demás cadenas, la CTR de cada subunidad 
interacciona estableciendo una multiplicidad de contactos, con la CTR de la subunidad vecina 
localizada en diagonal a ella.  
De esta observación, se desprende una nueva hipótesis en la que la organización tetramérica 
podría estar estabilizada por interacciones entre las CTRs pertenecientes a cada subunidad 
mostrando la relevancia estructural de este sector de la proteína para el arreglo cuaternario final que 
adopte la enzima, a pesar de ser un elemento altamente móvil. Este segmento dinámico serviría para 
construir un puente que imparta cohesión al tetrámero, y donde los residuos cargados, estabilizarían 
interacciones electrostáticas. Como mencionamos en el capítulo anterior, poseer tal información nos 
permitiría analizar la posibilidad de intervenir en el proceso de oligomerización, y posteriormente, 
evaluar cuál es la mínima unidad necesaria para la actividad de la enzima, lo que sería sumamente 
provechoso a la hora de diseñar drogas capaces de inhibirla. 
 
Figura 3.5. Comparación de las CTRs de TcHPRT presentes en dos PDBs. (A) Estructura 5EUC con 
subunidades A y B pintadas en verde. (B) Estructura 1P17 con subunidades B y C pintadas también en 
verde. Para mayor claridad, la NTR y la CTR fueron pintadas en azul y rosa respectivamente. Nótese como 
la CTR de 1P17 se prolonga en la misma dirección dictada por la hélice C-terminal precedente, a pesar de 
no exhibir un orden regular. De esta manera la CTR de una determinada subunidad establecería contactos 
con los residuos de la unidad vecina ubicada en diagonal a ella.  
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Decidimos poner a prueba nuestra hipótesis realizando un ensayo de proteólisis controlada 
a 20 °C, utilizando tripsina y TcHPRTH6 en relación 1:100 respectivamente (Figura 3.6). La tripsina 
digiere cadenas polipeptídicas en sus residuos lisina y arginina (Rodriguez et al., 2008), si bien tales 
residuos se encuentran a lo largo de toda la secuencia de la HPRT, aquellos pertenecientes a las 
regiones desordenadas serán presumiblemente los primeros sustratos de la enzima, ya que la 
proteasa requiere para su actividad óptima, no únicamente residuos cargados positivamente, sino 
también cierta flexibilidad de la cadena polipeptídica blanco. Como puede verse en la imagen, 
inmediatamente luego del agregado de la peptidasa, comienza a desaparecer la especie original, 
estabilizándose una nueva de aproximadamente 23 kDa. Este resultado fue corroborado por 
espectrometría de masas (EM), a partir de la separación por exclusión molecular en una columna 
Superose 12, en donde se determinó que la especie no incubada con tripsina posee un peso molecular 
de 26.6 kDa, en tanto que a la variante digerida se le asignó el valor de 22.9 kDa. Si bien ambos 
extremos de la TcHPRT pueden ser sustratos de la tripsina, un posible sitio de corte en el inicio de la 
CTR, alcanza para explicar los resultados de EM, y estos difícilmente concuerdan con diferentes 
combinaciones de sitios entre los dos extremos. Asimismo, la muestra sometida a la incubación con 
tripsina no logra ser retenida en la propia columna de pseudo-afinidad Ni-NTA utilizada para la 
purificación de la variante TcHPRTH6, indicando nuevamente que existe un evento de proteólisis en 
la zona C-terminal de la proteína. 
Secuencia de TcHPRTH6 
MPREYEFAEKILFTEEEIRTRIKEVAKRIADDYKGKGLRPYVNPLVLISVLKGSFMFTADLCRALCDFNVPVRMEFICVSSYGEGLTSSG
QVRMLLDTRHSIEGHHVLIVEDIVDTALTLNYLYHMYFTRRPASLKTVVLLDKREGRRVPFSADYVVANIPNAFVIGYGLDYDDTYRELR
DIVVLRPEVYAEREAARQKKQRAIGSADTDRDAKREFHSKYLEHHHHHH 
PM: TcHPRTH6 26621, Digerida 22994 
 
Figura 3.6. Proteólisis controlada con tripsina. La calle 0’’ corresponde a los primeros segundos de 
reacción, entre el instante en el que la tripsina fue agregada y aquel en el que se frenó la reacción con el 
buffer de siembra del SDS-PAGE. SD corresponde a una muestra de enzima sin digerir, en tanto que NR es 
la fracción no retenida en la matriz Ni-NTA luego de la proteólisis. En la parte superior se expone la 
secuencia de TcHPRTH6, y en rojo se indican los residuos que posiblemente se escindirían luego de la 
proteólisis. También se indican los pesos moleculares obtenidos por espectrometría de masas de la especie 
de longitud completa (TcHPRTH6) y de aquella resultante (residuos indicados en negro) luego de la 
digestión de la CTR (Digerida).  
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Seguidamente, iniciamos la caracterización de la nueva variante determinando su estado 
oligomérico mediante dispersión de luz. Propiciamente hallamos, que una vez que la enzima pierde 
la CTR, se comporta como un dímero en solución (Figura 3.7). Este resultado sugiere que 
efectivamente tal región, si bien es predicha como una zona desordenada, media la interacción entre 
dímeros, favoreciendo la oligomerización y la estabilización de la forma tetramérica.  
A su vez, mediante ensayos de CD en el lejano verificamos que la conformación permanece 
intacta luego de la escisión de la CTR (Figura 3.8A). Sin embargo, al igual que lo que ocurre con el 
tetrámero, la forma dimérica agrega irreversiblemente luego de la desnaturalización térmica, hecho 
que dificulta cualquier análisis termodinámico. Sin embargo, la Tm observada para la 
desnaturalización sugiere una estabilidad térmica similar a la de la proteína de longitud completa 
(Figura 3.8B), lo que a su vez apoya la hipótesis de que la variante silvestre se desestabilice durante 
el proceso de purificación. Como se verá en próximo capítulo, estos resultados fueron verificados al 
producir de forma recombinante la variante de 199 residuos, denominada TcHPRTdCT, que 
comprende desde la metionina inicial hasta la lisina en la posición 199 (indicada previamente como 
el posible sitio de corte de la tripsina).  
 
Figura 3.7. Determinación del peso molecular de la especie digerida. Se muestra el comportamiento 
hidrodinámico en una matriz de filtración SEC-FPLC de la proteína TcHPRTH6 antes (línea y círculos 
negros) y después (línea y círculos grises) del tratamiento con tripsina. Las condiciones de reacción fueron 
las anteriormente descriptas, 20 minutos a temperatura ambiente, con una relación 1:100 en masa de 
proteasa y TcHPRTH6 respectivamente. Los experimentos fueron realizados utilizando la columna 
Superdex S200 y un detector MALS en línea con el detector UV. La masa molecular fue determinada 
utilizando el programa ASTRA. 
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Figura 3.8. Análisis de la conformación de la especie digerida. (A) Espectro de CD en el UV lejano a 20 °C. 
(B) Curva de desplegado térmico. Ambos experimentos se realizaron para la variante truncada, purificada 
luego de la proteólisis y, como control, sobre TcHPRTH6 (de longitud completa). Las proteínas fueron 
incubadas en 20 mM de buffer fosfato, pH 8.0 y NaCl 100 mM. 
En 1998 Nieves-Alicea y colaboradores, afirmaron que la CTR de TcHPRT, puede ser removida 
sin ninguna consecuencia sobre la estructura terciaria o la capacidad de la enzima de interactuar con 
la resina de afinidad GMP-agarosa utilizada para su purificación (Nieves-Alicea, et al., 1998); de 
hecho, encontraron que el producto proteolítico de la TcHPRT o, alternativamente, la producción de 
la proteína recombinante desprovista de este segmento, genera cristales monoclínicos que difractan a 
una mayor resolución (1.41 Å) que los originales triclínicos con la proteína de longitud completa 
(2.15 Å). Notablemente, la estructura relacionada al artículo (PDB 1TC2) muestra que el proceso 
proteolítico permite la cristalización de una forma dimérica. Cabe destacar que en aquel entonces se 
entendía a la TcHPRT como una enzima monomérica que dimerizaba al unir PRPP (utilizado en la 
generación de la estructura 1TC2), por lo que este resultado carecía de la relevancia actual. 
Con esta información, podemos afirmar que la estructura 1TC2, es en realidad, la primer 
estructura cristalográfica del dímero de TcHPRT, pero este dímero no tiene relación con una 
co-cristalización en presencia de PRPP, sino que es producto de la escisión de la CTR. Por su parte, la 
estructura anterior, 1P17, es la estructura cristalográfica de la forma tetramérica, el estado 
oligomérico real que adopta la enzima en solución. Nuestros resultados cristalográficos, suman a esta 
estructura, información sobre el loop 81-92, y a su vez, brindan información sobre una especie sin 
ligandos. 
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Sobre el origen biológico del dímero 
Nieves-Alicea y colaboradores indicaron, que ambas proteínas –la de longitud completa y la 
versión corta– eran co-purificadas, utilizando la matriz de GMP-agarosa anteriormente mencionada, 
siendo la forma reducida un contaminante menor; y propusieron que la misma podría ser producida 
en el interior de las bacterias utilizadas para la expresión, debido a la acción de una proteína de 
membrana que realiza un clivado preferencial entre dos sitios básicos en proteínas recombinantes 
expresadas en E. coli, la OmpT o proteasaVII (Nieves-Alicea, et al., 1998). Luego de un intenso 
análisis, los investigadores afirmaron que la proteína es procesada entre los sitios Lys221 y Lys222, el 
mismo sitio que es presumiblemente sustrato de la tripsina según nuestras observaciones.  
Si bien, la hipótesis propuesta por el grupo anteriormente nombrado, concuerda con la 
aparición de un hombro en el cromatrograma de TcHPRT (ver Capítulo 2), TcHPRT y TcHPRTH6 han 
sido purificadas a lo largo de nuestro trabajo, a partir de la cepa de E. coli, BL21, que es deficiente en 
ciertas proteasas como Ion y OmpT; adicionalmente, para aislar la enzima TcHPRTH6 hemos 
utilizando una matriz Ni-NTA (bajo las condiciones descriptas en Complentos), por lo que, de 
producirse la proteólisis por alguna otra proteasa no reportada, la enzima estaría perdiendo su cola 
de histidinas y con ella, la capacidad de adherirse a la matriz. Es posible que al existir en el interior 
celular un equilibrio entre las formas monomérica/dimérica y tetramérica (ver Capítulo 2), se dé la 
purificación de multímeros, productos de tales especies. El hecho de que al menos uno de estos 
multímeros posea la cola de histidinas, sería condición necesaria para la co-purificación y, en un 
SDS-PAGE, los oligómeros se desarmarían y se podría distinguir entre las especies abreviada y de 
longitud completa, y lo mismo podría suceder en el caso de TcHPRT, en donde se estaría 
produciendo la purificación de especies mixtas. En apoyo a esta teoría, en el cromatograma de la 
Figura 3.7, se puede observar la presencia de un pico minoritario que se corresponde con el de la 
versión resumida de la enzima, sin embargo, esto no ocurre en todos los ensayos. Sumado a esto, en 
ocasiones hemos presenciado la clara aparición de la banda de 23 kDa varios días después de la 
purificación, por lo que sospechamos de eventos de autoproteólisis, o cierta susceptibilidad a trazas 
de proteasa contaminante. Adicionalmente, durante los primeros ensayos de purificación de la 
variante silvestre, y en un intento por eliminar el ADN contaminante (ver Complementos), realizamos 
una digestión con DNAsa, observando, notablemente, la aparición de una banda de 
aproximadamente 23 kDa, coincidente con la analizada en esta sección, lo que podría ser producto de 
una proteasa contaminante en la preparación de la DNAsa o consecuencia de autoproteólisis. 
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 Aspectos estructurales a partir de la nueva especie  
Considerando, que la proteólisis controlada resulta en la formación de un dímero, nos 
preguntamos sobre las posibilidades de encontrar dos arreglos diméricos diferentes (posiblemente 
una especie menos predominante), presente en solución luego del tratamiento con tripsina. Al 
evaluar las interfaces entre los monómeros que conforman el tetrámero, se observa que la estructura 
se consolida en un arreglo en el que los monómeros generan dos tipos alternativos de dímeros 
(dímero 1 y dímero 2, Figura 3.9) que tienen interfaces considerablemente diferentes, siendo ~1700 Å2 
para el dímero 1, y ~1000 Å2 para el dímero 2. Analizando la estructura del tetrámero, resulta 
razonable que la truncación de TcHPRTH6 resulte en el dímero 1, siendo que la CTR parece estar 
involucrada en la estabilización del dímero 2 y del tetrámero en sí mismo. Por otra parte, el dímero 1 
superpone perfectamente con la estructura de la forma dimérica de TcHPRT resuelta por 
cristalografía de rayos X por Focia (Focia, et al., 1998b). Y a su vez, estas observaciones concuerdan 
con la mayor estabilidad predicha utilizando el servidor PISA (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/) 
para las interacciones monómero-monómero del dímero 1, en comparación con las predichas para el 
dímero 2 (-17.0 y -1.5 kcal mol-1, respectivamente).  
 
Figura 3.9. Posibles interfaces diméricas. (A) Representación del dímero 1. (B) Representación del dímero 2. 
La NTR y la CTR de las subunidades coloreadas aparecen pintadas en azul y rosa, respectivamente (nótese 
que en el caso de las subunidades naranja y verde, estos extremos se encuentran en el polo inferior). 
La estructura de la variante humana de HPRT (HsHPRT), que también forma un tetrámero en 
solución, posee una naturaleza particularmente diferente al tetrámero de TcHPRT. De hecho, la CTR 
desordenada de T. cruzi está ausente en esta variante, en tanto que aquí, la región sumamente 
prolongada y sutilmente más desordenada, es la N-terminal (NTR). Sin embargo, llama la atención 
que las formas diméricas en las que se pueden dividir ambos tetrámeros, son idénticas y 
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perfectamente superponibles, hecho del que se extrae una nueva evidencia a favor de que es el 
dímero 1 el que prevalece en solución luego de la proteólisis.  
HsHPRT y demás homólogas 
Como mencionamos anteriormente, la estructura de la variante humana también forma un 
tetrámero en solución, pero con un arreglo diferente al tetrámero de TcHPRT. La CTR desordenada 
de T. cruzi está ausente en esta variante, y en su lugar, la NTR es la región más prolongada 
(Figura 3.10, panel A). Adicionalmente, hemos observado que HsHPRT, es particularmente más 
resistente que TcHPRT, a la proteólisis controlada con tripsina (Figura 3.10, panel B). 
 
Figura 3.10. Probabilidad de desorden de HsHPRT. (A) Cálculo del grado de desorden para HsHPRT 
(línea gris) y TcHPRT (línea negra). En esta oportunidad la numeración representa los residuos de la variante 
humana. (B) Incubación con proteasa bajo las mismas condiciones experimentales de TcHPRT (arriba) y 
HsHPRT (abajo).  
La estructura cristalográfica, muestra que la orientación de las subunidades en ambos casos es 
diferente, provocando arreglos que no pueden superponerse entre sí. Como hemos mencionado, la 
CTR de TcHPRT se ubica hacia el centro del tetrámero, extendiéndose sobre la molécula vecina 
(Figuras 3.2 y 3.11), mientras que en la enzima humana, se orienta hacia afuera (Figura 3.11, 
PDB:1BZY). En este contexto, la interacción entre subunidades en HsHPRT parece ser llevada a cabo 
en una superficie en la que presumiblemente participa la NTR (Eads et al., 1994), situación que sería 
imposible en el caso de la TcHPRT. Consecuentemente, la ubicación de los sitios activos para ambas 
variantes es también diferente, quedando aquel perteneciente a la variante humana más expuesto al 
solvente, en tanto que el de TcHPRT, queda, como previamente hemos analizado, más protegido 
hacia el interior (observar el espacio entre la CTR y el loop móvil). 
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Figura 3.11. Comparación entre HsHPRT (PDB 1BZY) y TcHPRT (PDB 5EUC). (A) Dos vistas ortogonales de 
cada estructura. Como referencia se destacan las CTR en violeta y rosa, las NTR en celeste y azul, y los loops 
81-92 en rojo y naranja, según cada variante. Nótese la rotación en la orientación de los dímeros entre ambas 
estructuras. (B) Superposición de las estructuras diméricas señaladas en los recuadros. Nótese la diferencia en 
longitud de la NTR de 1BZY, con respecto a la de 5EUC. (C) Superposición de los monómeros de cada variante.  
Como hemos mencionado, HsHPRT resulta resistente a la proteólisis controlada con tripsina en 
las mismas condiciones descriptas para TcHPRTH6 (Figura 3.10B). Esta característica podría ser 
consecuencia de que la NTR no esté tan expuesta al solvente como en la proteína del parásito, o bien 
estaría indicando que las interacciones que estabilizan el arreglo cuaternario ocurren entre demás 
factores no analizados hasta el momento, que presumiblemente involucrarían interacciones más 
resistentes. En este sentido, es interesante notar que la superficie del monómero o, en su conjunto, del 
dímero que dá origen al tetrámero en HsHPRT es la opuesta a aquella que lo hace en TcHPRT 
(Figura 3.11 y analizar Superficies A y B en Figura 3.12), y la distribución de cargas en tales zonas es 
considerablemente diferente (Figura 3.12). En el caso de HsHPRT, consiste en una región central 
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cargada de residuos hidrofílicos, secundada por la gran superficie apolar brindada por el NTR de la 
proteína.  
 
Figura 3.12. Superficies de oligomerización. Se analizó cuidadosamente la región de interacción entre 
dímeros, que permite la tetramerización de la variante humana (Superficie A). Sobre uno de dichos 
dímeros, se representó la superficie de los residuos participantes. Posteriormente se realizó un alineamiento 
estructural con la variante de T. cruzi y se representaron los residuos que superponían con los resaltados en 
HsHPRT (Superficie A, TcHPRT); seguidamente, se realizó el mismo procedimiento con la HPRT de 
Mycobacterium tuberculosis (Superficie A, MtHPRT). Para representar la Superficie B, se realizó un 
procedimiento similar, pero tomando como referencia la superficie de oligomerización de TcHPRT. Las 
regiones fueron coloreadas según el tipo de residuo, siendo los colores rojo y azul, los correspondientes a 
residuos con carga negativa y positiva respectivamente; los de color verde corresponden a glutaminas y 
asparraginas; los celestes a residuos polares sin carga; y los blancos a residuos apolares. Los códigos PDB 
utilizados: 1BZY (HsHPRT), 5EUC (TcHPRT) y 4RHT (MtHPRT). Nótese que las estructuras correspondientes a 
una misma superficie, han sido dispuestas en la misma orientación, sin embargo, la NTR de HsHPRT, ausente en las 
demás estructuras, aumenta considerablemente la región de interacción.  
Es interesante destacar que la estabilización del tetrámero no surge como resultado del mismo 
tipo de interacción entre subunidades observado en T. cruzi, en donde cada molécula participa de 
una gran superficie de interacción con la subunidad ubicada en frente, y la posicionada a un lado; sino 
que cada subunidad de HsHPRT, establece contactos con estas dos moléculas, y a su vez, con la 
subunidad que se encuentra en diagonal, debido a una ligera rotación en la orientación de los 
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dímeros (ver más adelante). Por su parte, la superficie de oligomerización de TcHPRT (Superficie B), 
muestra una región mayormente apolar, con interacciones claves que involucran los residuos Asp97 
y Arg104 (Figura 3.12). Curiosamente, si se analiza según superficie, se observa que la distribución 
de residuos es llamativamente similar –cabe destacar la región que en la variante del parásito queda 
en el interior de la superficie de oligomerización (Superficie A), en la variante humana queda 
expuesta al solvente-. 
 
Figura 3.13. Árbol filogenético y estructuras de HPRTs. Extraída de Moynié y colaboradores (Moynié et al., 
2012). En este trabajo aún era costumbre resaltar que la TcHPRT si bien era un dímero en solución, podía 
cristalizar como dímero o tetrámero. 
En el año 2012, Moynié y colaboradores realizaron un árbol filogenético en el que incluyeron 
las estructuras cuaternarias de las diferentes HPRTs y XPRTs (Moynié, et al., 2012). Es interesante 
notar, cómo el aquí llamado dímero 1 (D1 en la Figura 3.13) resulta ser el más documentado entre 
proteínas de eucariotas e incluso procariotas. Asimismo, llama la atención que el arreglo tetramérico 
de TcHPRT no se repita entre sus homólogas eucariotas, pero sí sea el utilizado entre bacterias, las 
que no poseen la extensión en la CTR. En la Figura 3.12 se analiza junto a la variante humana y la de 
T. cruzi, la HPRT de Mycobacterium tuberculosis (MtHPRT), perteneciente al grupo D1T1, pero sin la 
extensión en la CTR y con una NTR mucho más corta que la del grupo D1T1’ (la humana, por 
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ejemplo). Nuevamente, la distribución de cargas es en esta variante, similar a la expuesta para sus 
homólogas; no parece posible lograr con tal distribución un arreglo del tipo D1T1’ y llama la atención 
que la superficie de oligomerización, conserve los residuos clave Asp108 y Arg104 (numeración 
PDB 4RHT) del arreglo D1T1 de T. cruzi. Considerando el aparente aporte de la NTR en la superficie 
de oligomerización de HsHPRT, parece posible que esta función sea suplida en MtHPRT por la 
extensa región hidrofóbica central, y de esta manera, MtHPRT pueda adquirir un arreglo tetramérico 
similar al de TcHPRT, pero sin poseer la extensa CTR. Siguiendo esta línea de pensamiento, parece 
posible que estas interacciones no sean suficientes en TcHPRT, donde la región central hidrofóbica es 
menor, cobrando relevancia la función de la CTR. 
D1T1 vs. D1T1’ 
Considerando los diferentes arreglos observados, realizamos un alineamiento estructural de la 
cadena A del PDB 5EUC con las mismas cadenas de 4 de sus homólogas: la variante humana, la de 
Toxoplasma gondii, la de E. coli y la de M. tuberculosis (Figura 3.14). Las dos primeras del tipo D1T1’ y 
las dos segundas pertenecientes al grupo D1T1, al igual que la TcHPRT. Es curioso notar, que el loop 
35-45 anteriormente mencionado por su alto valor de RMSD, es considerablemente más corto en las 
proteínas del tipo D1T1’, y más largo en el otro grupo (aunque es nuevamente TcHPRT quién posee 
la región más extensa). Como mencionamos anteriormente, este loop está vinculado a la lámina 46-49, 
al final de la cual se encuentra el loop 50-54 que es parte del sitio activo. Por su parte, al final de la 
hélice 55-68 (siguiendo la numeración de 5EUC), se encuentra el loop 69-72 en el caso D1T1, pero 
dicho loop es aproximadamente 5 residuos más extenso en el caso de las variantes humana y de 
Toxoplasma gondii. Tal como lo hemos descripto, el loop 50-54, del sitio activo, podría entenderse como 
la bisagra que une la lámina y la hebra resaltadas en la Figura 3.14. 
 
Figura 3.14. Alineamiento estructural de homólogos de HPRT. Para lograr una mejor visualización, sólo se 
muestra el alineamiento de TcHPRT (rosa) y HsHPRT (celeste). Se utilizaron los códigos PDB 5EUC y 1BZY, 
respectivamente. 
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Si bien es válido proponer que fluctuaciones en el loop 35-45 en proteínas del grupo D1T1, 
tendrían un efecto similar sobre el sitio activo a aquel causado por variaciones en el loop 69-72 en las 
del tipo D1T1’, el loop 69-72 parece tener una función adicional, ausente en D1T1. En el análisis de la 
superficie de oligomerización mencionado anteriormente, se remarcó que cada monómero de 
HsHPRT establecía contactos con las dos moléculas del dímero opuesto y no con una sola como en 
TcHPRT. Tal interacción tiene lugar debido al ángulo en el que se disponen los dímeros, no como 
moléculas enfrentadas con los CTR hacia el mismo polo (ver Figuras 3.2 y 3.11, 5EUC), sino a unos 45° 
uno de otro (ver Figura 3.11, 1BZY). Esta disposición hace que mientras el resto de la superficie 
establezca contactos con la subunidad opuesta, los residuos del loop 69-72 interactúen fuertemente 
con la subunidad en diagonal. Esta interacción no ocurre en las proteínas del tipo D1T1, en las que el 
mismo loop no sólo es más corto, sino que además queda expuesto al solvente y no participa de la 
superficie de oligomerización. 
Luego de analizar todas estas diferencias estructurales, nos preguntamos cuál es la relación 
entre el estado oligomérico y la función, es decir, qué tipo de ventaja le confiere a cada proteína su 
arreglo tetramérico, y cuál es la mínima unidad que conserva funcionalidad en esta enzima. La 
primera pregunta será analizada en el Capítulo 4, dedicado a la cinética enzimática de las HPRT; en 
tanto que la segunda,  que cobra relevancia a la hora de evaluar el posible diseño de moléculas que 
intervengan en el proceso de oligomerización, quedará sin una respuesta definitiva, aunque a 
continuación, iniciaremos su estudio. 
Efecto de la remoción de la CTR sobre la actividad enzimática 
La actividad enzimática es exquisitamente sensible a perturbaciones finas en la estructura 
proteica, a su vez y como hemos expuesto anteriormente en este capítulo, es posible interferir en el 
estado oligomérico de TcHPRT por medio de una suave digestión enzimática. En consecuencia, 
decidimos evaluar el efecto de la proteólisis controlada por tripsina, sobre la actividad HPRT. 
Incubamos TcHPRTH6 con la proteasa, deteniendo la reacción a los 20 minutos por medio de la 
adición del inhibidor de serin proteasas, PMSF. Seguidamente, purificamos el fragmento de 23 kDa 
utilizando la columna de SEC-FPLC anteriormente descripta, y medimos la actividad enzimática de 
esta variante. Como control ensayamos bajo las mismas condiciones, la actividad de la enzima sin 
tratar. Como puede observarse en la Figura 3.15A, la variante abreviada presenta mayor actividad 
que la de longitud completa, lo que podría ser indicativo de sutiles diferencias en torno al sitio 
activo. En este sentido, es interesante recordar que en experimentos de simulación computacional, 
sobre el dímero y el tetrámero de esta enzima (ambos sin ligandos), hemos observados diferencias en 
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la movilidad del loop 81-92, clave para la actividad enzimática. Lo que podría estar indicando, por 
ejemplo, que la variante dimérica es capaz de realizar un más eficaz turn over de ligandos. 
Adicionalmente, es interesante destacar que la variante silvestre, TcHPRT, exhibe una 
actividad sutilmente menor comparada con TcHPRTH6. Este hecho, podría estar relacionado con el 
segmento LEHHHHHH, de TcHPRTH6, o bien, como mencionamos anteriormente y estudiaremos en 
el próximo capítulo, al proceso de purificación de la variante TcHPRT. 
Para validar nuestra observación sobre el aumento de actividad al escindir la CTR, decidimos 
explorar el fenómeno de activación en tiempo real, es decir, monitorear la actividad HPRT a lo largo 
del proceso de proteólisis, sin separar las especies formadas (Figura 3.15B). Para ello incubamos la 
enzima con tripsina en relación 1:100 a 20 °C y tomamos dos tipos de alícuotas: una para realizar el 
seguimiento del proceso por SDS-PAGE, y otra para realizar medidas de actividad enzimática en una 
condición fija de sustratos: 85 µM de PRPP y 50 µM de Hx. Dado que no se aíslan las especies y no 
frena la proteólisis, se espera que la especie de 23 kDa continúe siendo digerida a lo largo de todo el 
experimento, y por ello el aumento de la actividad no será directamente comparable con el 
observado a partir de las especies puras. En este sentido, si ocurriera un aumento en la actividad 
HPRT (como consecuencia de la estabilización del dímero), o bien si la actividad se mantuviese 
constante (como un equilibrio entre el la especie dimérica y una más proteolizada), el resultado sería 
considerado positivo (dependiendo del análisis del SDS-PAGE). Como control, tomamos muestras 
de la enzima incubada en las mismas condiciones, pero sin tratamiento con proteasa; la actividad de 
esta especie al inicio del experimento fue considerada el 100 % y todos los demás valores fueron 
relativos a este.  
En la Figura 3.15B, puede verse que en los primeros segundos de la reacción, 
concomitantemente con la aparición de la especie truncada, ocurre un aumento en la actividad 
catalítica de 20 % comparando con la variante sin digerir, mientras que, a mayores tiempos de 
incubación, dicha actividad disminuye como consecuencia de la digestión total de la proteína. Esta 
observación, se corresponde con la realizada por Wenck y colaboradores (Wenck et al., 2004), al 
reportar un ensayo de digestión enzimática, donde asignaron una banda de aproximadamente 
23 kDa al mismo sitio de corte aquí indicado, y donde a su vez estipularon, que una banda similar a 
la que aparece en la Figura 3.15B inmediatamente por debajo de los 23 kDa (ver 40 minutos), 
correspondería a un segundo sitio de corte de la HPRT, ubicado curiosamente, en el sitio activo (lo 
que explicaría la pérdida de actividad).  
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Figura 3.15. Actividad enzimática de las diferentes variantes de TcHPRT. (A) Comparación de la 
actividad de TcHPRTH6 (círculos negros), TcHPRT (triángulos negros) y TcHPRTH6 digerida y purificada 
después de la proteólisis (círculos grises). La actividad fue medida como un cambio en la absorbancia a 
245 nm a 25 °C, en buffer HEPES 10 mM, pH 7.4 y 12 mM de MgCl2, en función de la concentración de PRPP 
y dejando fija la concentración de Hx en 50 μM. Se normalizó según la concentración de cada variante y se 
expresaron los valores de actividad en las unidades s−1 μM−1. (B) Cambio en la actividad enzimática de 
TcHPRTH6 a lo largo del proceso de proteólisis. La actividad fue expresada como porcentaje del valor inicial 
en ausencia de proteasa. Los círculos grises corresponden a la proteína tratada, en tanto que los negros 
representan el control sin tratar. Para realizar este experimento se utilizaron las mismas condiciones 
descriptas para (A), pero en este caso todos los puntos fueron ensayados en 50 μM de Hx y 85 μM de PRPP. 
En el interior de la Figura, se muestra el perfil proteolítico de la reacción seguido por SDS-PAGE. La 
muestra con el agregado inicial de proteasa se muestra en la calle *0, en tanto que la calle *60’ corresponde a 
la muestra control sin tripsina luego de 60 minutos de incubación. M es el marcador de peso molecular, de 
26 kDa. 
 
En resumen, nuestros resultados demuestran que la variante truncada, o en otras palabras, el 
dímero de TcHPRT, es más activo que la variante de longitud completa, o tetrámero. En este punto, 
nos preguntamos si la variante TcHPRT respondería de modo similar al ser proteolizada. Es por ello, 
que decidimos realizar el mismo experimento utilizando la variante silvestre (Figura 3.16). Como 
puede verse en la Figura 3.16, también es posible observar un aumento en la actividad al ensayar la 
proteólisis de TcHPRT. Sin embargo, este aumento no mantiene los valores observados en el ensayo 
anterior, sino que apenas alcanza un 10 % de actividad superior a la enzima sin tratar. Es posible que 
la menor actividad de TcHPRT en comparación con TcHPRTH6 (ambas sin proteolizar), guarde 
relación con el menor aumento observado. Como hemos mencionado, en el próximo capítulo 
estudiaremos una posible relación entre la actividad y el proceso de purificación de TcHPRT, que 
sumado a lo visto en el Capítulo 2, indicarían que esta variante, es debilitada en el transcurso de su 
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purificación. De esta manera, al ser una enzima menos estable, es posible que genere un producto 
proteólitico, también menos activo. Por otra parte, es igualmente posible, que la ausencia de la cola 
de histidinas cause una menor exposición de la CTR (menos repulsión por ausencia de cargas en la 
CTR, y más interacción con el cuerpo de la enzima). En consecuencia, la tripsina hallaría dificultades 
a la hora de unir su sustrato, evitando la proteólisis, o provocando una desincronización tal que 
existan especies en un paso posterior de proteólisis, muy poco activas. En este sentido, se podría 
realizar una comparación entre el estado de las muestras en ambos experimentos, que indicaría que 
en efecto, TcHPRT es menos susceptible al tratamiento con tripsina, pero esta afirmación no puede 
ser considerara estadísticamente.  
 
Figura 3.16. Actividad frente al tratamiento con tripsina de TcHPRT. Se puede observar que esta variante 
también aumenta su actividad en el transcurso del experimento. 
Conclusiones 
A lo largo de este capítulo, hemos expuesto la dificultad en la tarea de obtener la estructura 
cristalográfica de la proteína TcHPRT en ausencia de ligandos. También, hemos elaborado una 
revisión bibliográfica de las diversas estructuras publicadas, y realizado un esfuerzo por esclarecer 
cuestiones poco claras en relación a las mismas.  
La estructura cristalográfica, muestra que la TcHPRT es ciertamente rígida, sin embargo, una 
excepción a este comportamiento la presenta el loop comprendido entre los residuos 81-92 cuya 
ausencia, según se ha reportado, altera ligeramente las constantes de Michaelis (KM) para los 
sustratos, PRPP y Hx, unas 0.6-2.7 veces (Medrano et al., 2003) y críticamente, los valores de kcat, que 
muestran una disminución en el rango de los 2 a 3 órdenes de magnitud con respecto a la variante 
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silvestre. Además, los residuos de esta región participan directamente en la química de la reacción, 
como se mencionó en el Capítulo 1 (Medrano, et al., 2003), lo que contribuye en la importancia en la 
flexibilidad del loop, y en consonancia, nuestra estructura cristalográfica indica que el loop puede 
adquirir conformaciones alternativas al sistema abierto-cerrado reportado previamente. 
  Cuando la CTR, predicha como una región desordenada, es escindida por un suave 
tratamiento con tripsina, la TcHPRTH6 adopta una conformación dimérica, lo que firmemente sugiere 
que la CTR media la interacción entre dímeros, favoreciendo la oligomerización y, si bien mantiene 
similitudes espectroscópicas -señalando que se preserva la conformación nativa-, la forma dimérica 
de la molécula resulta ser un 20 % más activa que el tetrámero. Este hecho podría deberse a reajustes 
estructurales, cambios en las dinámicas locales y/o a la facilitación del acceso al sitio catalítico.  
Asimismo, hemos analizado en profundidad trabajos anteriores sobre esta enzima, y junto con 
nuestros resultados, afirmado que la estructura 1TC2, es en realidad la estructura cristalográfica 
correspondiente al dímero de TcHPRT, producto de la ausencia de la CTR en la muestra utilizada. En 
tanto que la estructura contenida en el PDB 1P17 (y las demás publicadas en conjunto, 1P18 y 1P19), 
son las estructuras cristalográficas de la forma tetramérica, la que, según lo analizado en el 
Capítulo 2, es la forma en la que la enzima se encuentra en solución. Además de lo mencionado al 
inicio de la sección, nuestros resultados cristalográficos, aportan información sobre una especie de 
TcHPRT en ausencia de ligandos (Valsecchi et al., 2016). 
Por su parte, la variante humana de HPRT también forma un tetrámero en solución, pero de 
una naturaleza particularmente diferente. La CTR desordenada de T. cruzi, se encuentra ausente en 
esta variante, y la orientación de las subunidades provoca un arreglo que no puede superponerse con 
el de la proteína del parásito. Del mismo modo, en tanto que la región N-terminal de HsHPRT 
participa de la superficie de interacción del tetrámero, en  TcHPRT, queda totalmente expuesta al 
solvente. Pero a pesar de tales diferencias, llama la atención que las formas diméricas en las que se 
pueden dividir ambos tetrámeros, son perfectamente superponibles, lo que apoya la hipótesis de que 
el dímero generado por proteólisis, es aquel presente en el PDB 1TC2.  
Como se mencionó anteriormente, la estructura cristalográfica de la hélice C-terminal de 
HPRTH6 se extiende hasta aproximadamente los residuos 193-199 (siendo uno diferente en cada 
cadena: 199 en la cadena A, 197 en las cadenas B y C, y 193 en la cadena D). Esta particularidad, deja 
alrededor de 22-28 residuos sin una estructura definida donde la enzima posee el tripéptido SKY que 
la localiza en el glicosoma. Aunque otras HPRTs de Trypanosoma y Leishmania también poseen CTRs 
desorganizadas, la TcHPRT es la que presenta mayor cantidad de residuos en esta conformación. En 
este sentido, Neuberger y colaboradores, concluyeron que en el sistema de reconocimiento PTS1, al 
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menos 12 residuos de la CTR están implicados en el reconocimiento de la señal (Neuberger et al., 
2003), y también se ha demostrado, que el desplegado total de una proteína (la Dihidrofolato Reductasa 
de T. brucei) no es prerrequisito para el importe a glicosomas, sino que proteínas bien plegadas 
pueden ser exitosamente importadas a esta organela (Hausler et al., 1996). De modo similar, fue 
demostrado que la Cloranfenicol Acetiltransferasa logra ingresar al peroxisoma como un oligómero, 
evidencia que remarca la posibilidad de que la TcHPRT podría ser importada en su conformación 
tetramérica (McNew et al., 1994). Si bien toda esta información sugiere que el desorden intrínseco 
puede tener relevancia con la correcta localización de la TcHPRT, la ausencia de semejante aspecto en 
otras HPRTs estudiadas, nos lleva a preguntarnos si existe otra razón que justifique tal desorden.  
Podría suceder que la forma tetramérica sea importante para aumentar la vida media de la 
proteína en la célula, aumentando la energía de activación hacia el desplegado o disminuyendo la 
tendencia intrínseca a agregar como consecuencia de una disminución en la concentración 
dímero-monómero (ver Capítulo 2). Adicionalmente, una vez dentro del glicosoma, la CTR podría ser 
escindida dando lugar a la forma dimérica, una forma madura y más activa de la enzima. Trataremos 
de ahondar en estos cuestionamientos en el Capítulo 5, ya que como hemos planteado, conocer el 
funcionamiento de la enzima en su entorno celular, podría tener gran relevancia en la interacción con 
moléculas efectoras (activadores o inhibidores). Para llegar a ello, en primer lugar debemos estudiar 
el funcionamiento de la enzima en solución considerando la nueva interpretación del real estado 
oligomérico que adopta en solución, ya que para construir una imagen completa, debemos 
comprender los más sutiles meandros de la actividad enzimática de esta enzima. En consecuencia, en 
el próximo capítulo estudiaremos la actividad de la HPRT de Trypanosoma cruzi, por primera vez 
entendida en el contexto de un multímero. 
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Capítulo 4 
 
Actividad enzimática 
 
Como se comentó anteriormente, la enzima HPRT sintetiza inosina monofosfato (IMP) –
esencial para la producción de ADN–, a partir de la base nitrogenada, hipoxantina (Hx) y el 5-
fosforibosil-α-pirofosfato (PRPP) (Figura 4.1). Esta reacción es reversible y ocurre presumiblemente 
en una serie de pasos ordenados: en primer lugar la enzima une el PRPP y, seguidamente, hace su 
ingreso al sitio activo la purina; luego de finalizada la reacción, se libera el PPi y posteriormente el 
ribonucleótido (Craig III et al., 2000).  
El estudio del mecanismo de reacción de la variante tetramérica, de Plasmodium falciparum 
(Keough et al., 1998; Raman et al., 2005), planteó la necesidad de considerar una posible comunicación 
entre las moléculas que conforman el tetrámero. Resulta particularmente interesantemente el hecho 
de que en tal sistema se evidenció una activación de la enzima al realizar curvas de señal en función 
del tiempo de reacción: los investigadores describieron una fase de latencia que es suprimida cuando 
se pre-incubaba a la enzima con ambos sustratos, Hx y PRPP. En relación a este fenómeno, 
propusieron un modelo en el que la enzima, en ausencia de ligandos, se encontraría en un estado 
poco activo –con poca afinidad por los sustratos y baja velocidad de catálisis–, seguido por un estado 
altamente activo luego de la unión de los sustratos (o IMP). Asimismo, explicaron que este 
mecanismo posiblemente fuera consecuencia de la interacción de la K68 con la molécula de PRPP y 
con residuos de una subunidad vecina (Raman, et al., 2005).  
 
Figura 4.1. Reacción catalizada por la HPRT. La Hx reemplaza al PPi en la molécula de PRPP para dar lugar a 
la formación del IMP y la liberación del pirofosfato. 
Contrariamente, bajo las condiciones de pre-incubación (en donde se suprime la fase de 
latencia), no se reportó ningún estudio de la existencia de cooperatividad en la unión de los sustratos 
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a partir de gráficas de velocidad inicial (V0) en función de la concentración de sustrato, lo que sería 
esperable de un sistema tetramérico y que bien podría ser compartido por otras HPRT tetraméricas 
que no presenten la mencionada fase de latencia (por ejemplo: TcHPRT, HsHPRT, y las variantes de 
Schistosoma mansoni y Toxoplasma gondii (Raman, et al., 2005)).   
En los capítulos anteriores demostramos que la TcHPRT es en realidad una enzima tetramérica 
en solución, y analizamos la importancia de su CTR para la estabilización de su arreglo oligomérico. 
En este punto, teniendo en cuenta que previamente se la había estudiado interpretándola en el 
contexto de monómeros que unen su sustrato -dimerizando en consecuencia (Allen et al., 1994; Focia 
et al., 1998b)–, se vuelve relevante estudiar, al igual que en el caso de la enzima de 
Plasmodium falciparum, la existencia de cooperatividad en la unión de PRPP por parte de la TcHPRT, 
considerada por primera vez, como tetrámero. El nuevo modelo de estudio, propone también 
analizar con fino detalle la unión de la Hx al sitio activo, su relación con la concentración de PRPP, y 
la inhibición por sustrato característica del sistema secuencial ordenado.  
Además, a lo largo de este capítulo también estudiaremos el efecto de una serie de compuestos 
análogos al PRPP, que nos servirán para sumar evidencia en sostén del nuevo modelo propuesto, y 
también para plantear el diseño de posibles moléculas con gran capacidad inhibitoria de la actividad 
HPRT. 
Cabe destacar que la información presentada en este capítulo, fue realizada en colaboración 
con el Dr. Rolando C. Rossi, en nuestro Instituto de Química y Físico-Química Biológicas, 
Profesor Alejandro C. Paladini (IQUIFIB, UBA-CONICET). 
Condiciones experimentales 
Todos los ensayos de actividad se realizaron a 25 °C en buffer HEPES 12 mM, pH 7.4, y la 
presencia de 6 mM de MgCl2. La actividad enzimática se obtiene siguiendo la variación de la 
absorbancia a una longitud de onda fija, producto de la formación de IMP a partir de hipoxantina, 
durante los primeros segundos de la reacción (Figura 4.2). Dado que PRPP es sumamente inestable 
en solución, se lo reserva en hielo en todo momento y es el último reactivo que se agrega al tubo de 
reacción. En todos los casos, el volumen final es de 1 ml y, luego de tomar por 15 segundos la línea de 
base de la Hx (que sirve para corroborar su concentración, y que la reacción ocurre correctamente), se 
realiza el agregado de la enzima en un volumen de 10 µl, homogeneizando por inversión, lo que -en 
los casos en los que se utiliza la mayor concentración de enzima- deviene en una concentración final 
de 0.13 µM (3.44 ng.ml-1). 
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Figura 4.2. Curva de actividad. Se presenta la curva correspondiente a la condición 200 µM de PRPP y 50 µM 
de Hx. Se destacan las regiones de línea de base, en donde se corrobora la concentración de Hx y la estabilización 
de la señal; el espacio de agregado de la enzima y homogenización; y la V0, donde la actividad es lineal. 
En primer término, seleccionamos la longitud de onda a utilizar. Para ello, realizamos un 
espectro de absorbancia entre 240 y 340 nm del contenido en el tubo de reacción previo al agregado 
de la enzima, a dos concentraciones diferentes de Hx, 50 y 100 µM (Figura 4.3A, inicial). Luego de 
ocurrida la reacción (al menos 3 minutos), volvimos a registrar tales espectros (Figura 4.3A, final). 
Seguidamente, calculamos la diferencia entre los espectros correspondientes a una misma condición 
antes y después de ocurrida la reacción (Figura 4.3B). Como puede verse en la Figura 4.3, si bien el 
pico de absorbancia se logra a 250 nm (panel A), la longitud de onda a la que se observa la mayor 
diferencia entre la absorbancia de sustratos y productos en ambas concentraciones de Hx, es 245 nm 
(panel B).  
 
Figura 4.3. Determinación de la longitud de onda de trabajo. (A) Espectro de la mezcla de reacción a 100 µM 
(curvas negras) y 50 µM (curvas grises) de Hx. Se muestran los espectros antes (línea discontinua) y después 
(línea entera) del agregado de enzima. (B) Diferencia entre cada par; si bien el efecto es más pronunciado en 
100 µM de Hx, ambas curvas muestran el mismo comportamiento presentando el máximo a 245 nm. 
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A su vez, multiplicar la curva de 50 µM por una constante igual a 2, da como resultado una 
curva que superpone perfectamente con la de 100 µM, indicando que el comportamiento es el mismo 
en ambas concentraciones de sustrato, y que las proporciones se mantienen. Esta longitud de onda 
(245 nm), permite a su vez, alcanzar valores confiables de absorbancia a mayores concentraciones de 
Hx -dado que en esta condición los valores de absorbancia son directamente proporcionales a la 
concentración de Hx en un rango mayor de concentraciones (ver más adelante). Por este motivo, 
decidimos realizar las determinaciones a 245 nm. 
Estado de la muestra de HPRT 
A partir de lo estudiado en los Capítulos 2 y 3, se desprende que utilizar la variante silvestre 
para caracterizar enzimáticamente esta proteína, podría conllevar a falsas interpretaciones debido a 
la mayor tendencia a agregar que presenta, y su mayor inestabilidad, posiblemente producto del 
proceso de purificación. Siendo que este podría ser un factor determinante, decidimos optar por  la 
variante TcHPRTH6 para el estudio mecanístico fino.  
Realizamos el seguimiento de la pérdida de masa por agregación de esta variante a lo largo de 
los días posteriores a su purificación, luego de ser incubada a 4 °C en todo momento. En la 
Figura 4.4A pueden analizarse los espectros de la solución de proteína luego de una centrifugación a 
15000 rpm por 20 min, a 4 °C. Por su parte, hemos observado que esta pérdida de masa es 
dependiente de la concentración de la proteína en solución, siendo un fenómeno poco evidente (que 
entra en el error de la medida de absorción de luz) en muestras menos concentradas. Nos 
preguntamos si esta inestabilidad se veía reflejada también en pérdida de actividad de la muestra 
remanente en solución. Para responder tal interrogante, cada día realizamos una serie mediciones 
control a 50 µM de Hx, y cuatro concentraciones de PRPP diferentes. En cada oportunidad se diluyó 
la proteína a fin de obtener una concentración de aproximadamente 13 µM (0.34 mg.ml-1) y 
posteriormente, se registró la concentración de cada preparado diario de enzima, midiendo la 
absorbancia a 280 nm -lo que equivale a aproximadamente 0.25 unidades- para poder utilizarla como 
factor de corrección. Seguidamente, dimos inicio a las reacciones enzimáticas, y obtuvimos el valor 
de velocidad inicial (V0) de cada curva, ajustando los valores de absorbancia a la Ecuación 4.1, 
utilizando el complemento Solver del paquete de Microsoft Excel. A continuación, calculamos los 
valores en función de la concentración de enzima (V0/[HPRT]), y una vez corregidos, los graficamos 
en función de la concentración del sustrato variable. Como puede verse en la Figura 4.4B, la 
actividad no varía significativamente a lo largo de los días de trabajo. 
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  )              Ecuación 4.1 
donde, A0 representa el valor inicial de absorbancia; A∞ se refiere al valor tendiendo a infinito de la 
curva; k es una constante que interviene en la pendiente de la curva; y t se refiere al tiempo transcurrido de la 
reacción. Finalmente, la V0 (considerada como la pendiente de la fase lineal de la curva de actividad) es 
calculada como el valor correspondiente a la relación (A∞ - A0) k.  
Para continuar con la caracterización, decidimos analizar cómo se comporta la proteína frente a 
períodos de conservación más prolongados. Como puede verse en la Figura 4.4C, la enzima pierde 
un 10 % de actividad luego de ser conservada por 30 días a -20 °C, descongelada a 4 °C y 
centrifugada a 15000 rpm, por 20 minutos (Figura 4.4C, barra 2). Notablemente, un segundo lote de 
proteína, producido en las mismas condiciones que el anterior, presentó un 20 % menos de actividad; 
esta particularidad, nos advirtió que realizar las determinaciones con diferentes lotes de proteína, 
podría derivar en errores en la interpretación de los resultados. A partir de este momento, decidimos 
trabajar con una misma partida de enzima, siempre que se realizaran experimentos relacionados. 
 
Figura 4.4. Estabilidad y actividad en función de los días. (A) Absorbancia de la muestra proteica almacenada 
4 días a 4 °C; cada espectro se adquirió luego de centrifugar la muestra a 15000 rpm, por 20 minutos a 4 °C. 
(B) Actividad corregida por concentración de cada una de las muestras en solución luego de la centrifugación. 
(C) Actividad corregida por concentración de: un lote fresco de enzima (1); el mismo preparado luego de una 
conservación a -20 °C por 30 días (2); enzima aislada en las mismas condiciones, pero correspondiente a un 
segundo lote (3); un tercer preparado que fue sometido, a su vez, a una precipitación con sulfato de amonio (4). 
Adicionalmente, siendo que este fenómeno podría estar relacionado con la diferencia de 
estabilidad observada para la variante silvestre (Capítulo 2); la menor actividad relativa a la 
concentración (Capítulo 3); y la menor activación al escindir su CTR (Capítulo 3), nos preguntamos 
cuán sensible es la proteína a cambios sutiles en la purificación. Para averiguarlo, sometimos a 
TcHPRTH6, luego del proceso de purificación, a una precipitación con 70 % de sulfato de amonio 
(SAm-(NH4)2SO4). Seguidamente, resuspendimos la muestra en buffer Tris-HCl 20 mM, pH 8, 
NaCl 100 mM, y luego de una diálisis de 16 hs en este mismo sistema (tal como se realiza durante la 
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purificación de TcHPRT), procedimos a determinar su actividad enzimática. Como puede verse en la 
Figura 4C (barra 4), esta variante posee cerca de un  40 % y un 20 % menos de actividad que las 
especies no sometidas a tal tratamiento (barras 1 y 3, respectivamente). Esta información, nos 
permite inferir que en efecto, el tratamiento sería perjudicial para la estabilidad y actividad de la 
enzima. Sin embargo, para tener una idea más acabada del fenómeno, es necesario repetir el ensayo, 
con más lotes de proteína, realizar un control interno sin tratamiento con SAm, y realizar un ensayo 
de actividad en el transcurso de la proteólisis de una muestra de TcHPRTH6 que haya sufrido el 
proceso de precipitado con sulfato de amonio, para corroborar que la menor activación observada 
con la variante silvestre, se relaciona con este proceso. 
Consideraciones experimentales 
Utilizar la misma concentración de enzima para realizar todas las medidas de actividad no 
resulta posible, ya que en ocasiones, se deriva en reacciones demasiado lentas o, por el contrario, tan 
rápidas que se vuelve imposible detectar la fase lineal. Una vez comprendido esto, nos vimos en la 
necesidad de ajustar la concentración de proteína según la condición experimental (concentración de 
sustratos). Para poder posteriormente ajustar los datos para su uso, previamente debimos corroborar 
que la actividad fuese directamente proporcional a la concentración de enzima. Con esto en mente, 
proseguimos con ensayos de actividad a una concentración fija de sustratos -200 µM PRPP, 
50 µM Hx- y una concentración variable de TcHPRTH6.  
 
Figura 4.5. Dependencia lineal de la actividad con la concentración de enzima. (A) Mediciones realizadas a 
una misma concentración de sustratos, variando la concentración de enzima. Se obtuvieron como parámetros 
de ajuste a una recta, los valores de: 0.000253628 para la ordenada, y 0.000527383 para la pendiente; con un R2 
de 0.9995 (SigmaPlot) (B) Corrección por la concentración de enzima. 
Como puede verse en la Figura 4.5, las actividades obtenidas a diferentes concentraciones de 
enzima, responden a una relación lineal (panel A) y al corregir por la concentración de TcHPRTH6 
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(panel B), se obtienen los mismos valores de actividad, con cierta variabilidad en las concentraciones 
más pequeñas. Esta diferencia podría corresponder a dos fenómenos: en primer lugar, a que la 
medición se realizó en una condición desfavorable, en la que la reacción ocurre muy lentamente (lo 
que acarrea cierto error experimental); y en segundo lugar, a que el factor de corrección aplicado 
tiene su mayor efecto en los extremos, acentuando las diferencias en las concentraciones más bajas de 
enzima y disminuyéndolas en el extremo opuesto. Para corroborar nuestros resultados, realizamos 
las mismas determinaciones a concentraciones de PRPP de 50 µM y 25 µM, obteniendo en todos los 
casos, valores esperados de actividad (relaciones lineales). 
A continuación, para asegurarnos de que en el rango de concentraciones de Hx, la absorbancia 
mantiene la linealidad de Lambert y Beer, y a su vez, para tener un control del contenido del tubo de 
reacción, corroboramos la dependencia lineal de la absorbancia con la concentración de Hx utilizada 
a lo largo del experimento. Con este objetivo en mente, en ensayos en los que se varía la Hx 
(10 concentraciones) y se mantiene fija la concentración de PRPP, obtuvimos durante 15 segundos los 
valores de absorbancia a 245 nm de cada tubo de reacción, previo al agregado de la enzima (línea de 
base). Seguidamente, calculamos el valor promedio de cada conjunto de 15 segundos (obteniendo 10 
valores), y los graficamos en función de la concentración de Hx (Figura 4.6A).  
 
Figura 4.6. Absorbancia a 245 nm de las muestras a diferentes concentraciones de Hx. (A) La recta de 
regresión fue realizada considerando los círculos negros. Cada punto corresponde al promedio de los valores 
obtenidos durante 15 segundos a 245 nm de cada tubo de reacción sin el agregado de enzima. A partir del 
ajuste a una recta con el programa SigmaPlot, se obtuvieron los valores de ordenada: -0.00326576, pendiente: 
0.0100704, y R2: 0.9999. (B) Cada punto representa el promedio de los valores obtenidos durante 14 segundos a 
245 nm para los ensayos en los que se varía el PRPP y se fija la concentración de Hx (son un total de 10 ensayos 
por cada una de las tres concentraciones de Hx). (C) Superposición de los valores de A y B, en esta 
oportunidad, para representar los valores de B, se realizó un promedio de los valores de cada 
concentración de Hx. 
Seguidamente, realizamos el mismo proceso con los tubos preparados para medir las 
reacciones en donde se varía la concentración de PRPP (10 concentraciones) y se mantiene fija, en 3 
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concentraciones diferentes, la Hx (Figura 4.6B). Como puede observarse, la linealidad se mantiene en 
todo el rango de concentraciones de Hx y la variabilidad, producto del preparado independiente de 
cada tubo, es aceptable. Por su parte, considerando que luego de la reacción la señal aumenta, 
decidimos no trabajar a esta longitud de onda más allá de los 200 µM de Hx. 
Actividad en función de la concentración de los sustratos 
Una vez definidas las condiciones experimentales, realizamos las determinaciones de 
actividad. En primer lugar, decidimos ensayar la actividad en función de la concentración de PRPP, a 
tres concentraciones fijas de Hx. Realizamos cada curva por triplicado y seguidamente determinamos 
el valor de V0 como se mencionó anteriormente. En la parte superior de la Figura 4.7, se presentan los 
resultados y, para mayor simplicidad, en la parte inferior se realizó la superposición de las tres 
curvas y un detalle del gráfico sin los desvíos.  
 
Figura 4.7. Curvas de actividad variando la concentración de PRPP. Se presentan los valores de actividad 
frente a (A) 5 µM de Hx; (B) 10 µM de Hx y (C) 50 µM de Hx. En la parte inferior, se presenta: (D) la 
superposición de las tres curvas, y (E) un detalle de las concentraciones más bajas; obsérvese la sigmoidicidad 
más pronunciada en las curvas a alta Hx. 
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En un primer análisis de estos resultados, podemos observar una sutil sigmoidicidad 
relacionada con el aumento en la concentración de PRPP, lo que indicaría la existencia de un efecto 
cooperativo en la unión de este ligando. Este hecho se refleja más marcadamente, en la curva 
correspondiente al panel C de la Figura 4.7, en donde la concentración de Hx es la mayor ensayada, 
y en el detalle a menores concentraciones de PRPP (Figura 4.7E). Volveremos sobre este punto, luego 
de analizar las curvas en donde la Hx es variable, ya que consideramos que la concentración de Hx 
guarda relación con dicho fenómeno. Sin embargo, a partir de estos gráficos se puede inferir que es 
real el efecto cooperativo, y se puede pensar que efectivamente es consecuencia del estado 
tetramérico de la enzima. 
Seguidamente, realizamos el mismo experimento variando la concentración de Hx en tres 
concentraciones fijas de PRPP Figura 4.8. Notablemente, a diferencia de lo que se observa en el caso 
anterior, al variar Hx, no parece existir sigmoidicidad en ninguna de las condiciones ensayadas, por 
lo que en este caso, el efecto cooperativo parece quedar enmascarado por su acción como inhibidor 
alostérico. Por su parte, también parece ser evidente que cuando la concentración de Hx tiende a 
cero, la pendiente de las curvas de actividad (Vmax/KM), es invariable al cambiar la concentración de 
PRPP (Figura 4.8D).  
Adicionalmente, a partir de estos gráficos, es posible inferir que a bajas concentraciones de 
PRPP, existe cierta inhibición parcial por Hx; de ser este el caso, podríamos suponer que la menor 
actividad -que se manifiesta como mayor sigmoidicidad en las curvas de PRPP- puede ser debida a la 
alta concentración de Hx. Esto concuerda con que, cuando la concentración de PRPP es baja 
(25 y 50 µM, paneles A y B de la Figura 4.8) se observa el efecto inhibitorio de la Hx a partir de los 
50 µM, en tanto que el fenómeno deja de ser evidente a altas concentraciones de PRPP (200 µM, 
Figura 4.8C). Sin embargo, no es conveniente dejar de considerar que tal sigmoidicidad podría ser 
producto de un efecto conjunto entre la inhibición de Hx, y la unión de PRPP propiamente dicha -lo 
que es evidente en concentraciones de Hx inferiores a 20 µM, donde no se observa el efecto 
inhibitorio a ninguna de las concentraciones ensayadas de PRPP (Figura 4.8E).  
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Figura 4.8. Curvas de actividad variando Hx.  Se presentan los valores de actividad frente a 
(A) 25 µM de Hx; (B) 50 µM de Hx y (C) 200 µM de PRPP. En la parte inferior, se presenta: (D) la superposición 
de las tres curvas, y (E) un detalle de las concentraciones más bajas. 
Si bien, los últimos gráficos pueden ser analizados para la interpretación de un nuevo modelo, 
la variabilidad de los datos a bajas concentraciones de Hx es muy grande como para realizar 
estimaciones confiables. Es por ello que decidimos rever el protocolo experimental y, a partir del 
espectro de la Figura 4.3, realizamos nuevos experimentos trabajando a 250 nm. En esta oportunidad, 
a pesar de no ser donde se presenta la mayor diferencia entre la señal de productos y sustratos, 
resolvimos trabajar a esta longitud de onda (250 nm), ya que es dónde la absorbancia de los 
productos tiene su punto máximo (se forma un valle) y por lo tanto, es menos variable. Sumado a 
esto, la absorbancia cruda de las muestras a 250 nm es levemente mayor que a 245 nm, lo que en 
conjunto, puede ayudar a disminuir el error en la medida. 
Adicionalmente, para facilitar el desarrollo experimental, decidimos colectar datos únicamente 
hasta 100 µM de Hx, ya que en esta oportunidad nos interesaba lograr mejores resultados en la zona 
de baja Hx y no a altas concentraciones. Los resultados logrados a esta nueva longitud de onda, se 
presentan en la Figura 4.9. Como se puede apreciar, logramos obtener más puntos en las regiones 
complejas así como también, disminuir la variabilidad en la medida. 
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Figura 4.9. Actividad medida a 250 nm. (A) Curvas variando Hx a una concentración fija de 25 µM de PRPP. 
(B) Promedio ± SD de la medida mencionada en el panel A. (C) Curvas variando Hx a una concentración fija 
de 200 µM de PRPP. (D) Promedio ± SD de la medida mencionada en el panel B. 
Análisis de la inhibición por sustrato 
Como se mencionó anteriormente, es posible observar cierta inhibición a altas concentraciones 
de Hx, lo que en términos de lo reportado en bibliografía concuerda con un sistema secuencial 
ordenado (Cantor et al., 1980; Segel, 1975). Contrariamente a esto, nuestros resultados parecen indicar 
que la inhibición es parcial, no pareciendo posible hallar una concentración de Hx en la que la 
actividad sea cero, lo que sería característico de un mecanismo secuencial ordenado. Para analizar 
con más detalle este fenómeno, decidimos ensayar concentraciones mayores de Hx. Sin embargo, al 
medir la absorbancia de las líneas de base de las nuevas condiciones experimentales, observamos que 
al trabajar a 250 nm, la linealidad se pierde a concentraciones cercanas a 0.2 mM de Hx (Figura 4.10). 
Considerando nuevamente la Figura 4.3, decidimos analizar qué concentraciones serían posibles de 
alcanzar, al trabajar a 280 nm, longitud de onda en la que se observa un gran cambio entre la señal de 
reactivos y productos, sin ser tan alta la absorbancia. Tal como era de esperar, en esta longitud de 
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onda se logra mantener la linealidad en la relación Abs:[Hx] hasta concentraciones de 
1.25 mM de Hx.  
 
Figura 4.10. Condiciones experimentales. Se observan las líneas de base de las reacciones previo el agregado 
de la enzima, obtenidas a 250 nm (círculos negros) y 280 nm (círculos grises); los círculos gris claro, no fueron 
tenidos en cuenta para realizar el ajuste lineal, del que se obtuvieron como parámetros los valores de ordenada, 
0.0406197; y de pendiente, 0.716041; y un R2 = 0.9978.  
A continuación, considerando que a menores concentraciones de PRPP el efecto inhibitorio de 
la Hx es más pronunciado, decidimos determinar la actividad enzimática a 10 µM de PRPP. En 
primer lugar, realizamos la curva completa a 250 nm entre los valores de Hx 
de 0.5 y 100 µM (Figura 4.11A) y seguidamente, ensayamos la curva entre 25 y 2000 µM a 280 nm 
(Figura 4.11B). De esta manera, obtuvimos tres concentraciones que se superponen y que nos 
permitirían luego realizar la corrección por el cambio en la longitud de onda. Una vez obtenidos los 
valores, calculamos las V0 en relación a la concentración de enzima y mediante el complemento 
Solver del paquete Microsoft Excel (método: Generalized Reduced Gradient (GRG) Nonlinear) hallamos el 
valor de la constante que permite relacionar las curvas. Para lograrlo, en primer lugar corregimos los 
valores por una constante ficticia (Cte) -que será luego modificada por la herramienta Solver-. A 
continuación, para poder adicionar las diferencias sin que éstas se anulen, elevamos al cuadrado la 
diferencia entre los valores a 250 nm y los valores a 280 nm -corregidos por Cte-. Y seguidamente, 
hicimos que el complemento minimizara la suma de los cuadrados de las diferencias modificando el 
valor de Cte (ver Tabla en la Figura 4.11). Paralelamente, hallamos la relación entre los valores a 
250 nm y aquellos obtenidos a 280 nm para cada concentración de Hx; el promedio de estas 
relaciones, nos devuelve un valor semejante al obtenido al realizar la minimización de la suma de 
cuadrados (Figura 4.11B). 
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Figura 4.11. Actividad en función de la concentración de Hx a 10 µM de PRPP. (A) Para una mejor 
visualización del gráfico, se presentan los valores entre 0.5 y 50 µM de Hx, obtenidos a 250 nm. (B) Valores 
correspondientes al rango de concentración 0.5-100 µM de Hx (círculos negros), obtenidos a 250 nm; y 
25-2000 µM de Hx (círculos grises), obtenidos a 280 nm y corregidos por la constate 1.688. En la Tabla se 
indican la constante (Cte) obtenida mediante el complemento Solver, y el promedio de las relaciones entre las 
curvas. 280* refiere al valor de V0/[HPRT] obtenido a 280 nm, multiplicado por Cte; en tanto que (250-280*)2, 
refiere al cuadrado de la diferencia entre los valores de actividad indicados.  
Como puede verse en la Figura 4.11, la actividad parece llegar a una asíntota con un valor 
cercano a 3x10-5. A partir de este resultado, se puede inferir que el sistema no sería un secuencial 
ordenado estricto. 
En la Figura 4.12, se presentan en un mismo gráfico todas las curvas realizas en función de la 
concentración de Hx. Puede observarse claramente que el efecto inhibitorio es más evidente a 
menores concentraciones de PRPP. 
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Figura 4.12. Diferentes curvas variando la concentración de Hx. (A) Superposición de curvas de actividad en 
función de Hx, a concentraciones fijas de PRPP. Vale aclarar que en 10 µM PRPP, se suprimieron los valores 
intermedios entre 200 y 2000 µM. (B) Detalle de la actividad a bajas concentraciones de Hx. La indicación A en 
las referencias, hace mención a las curvas obtenidas a 245 nm, que se presentan por primera vez en la 
Figura 4.8; en tanto que la indicación B, refiere a las curvas obtenidas a 250 nm (Figura 4.9). La curva de 
10 µM de PRPP, incluye los conjuntos obtenidos a 250 y 280 nm (Figura 4.11), por lo que los valores 
correspondientes a 25, 50 y 100 µM de Hx se encuentran superpuestos. 
Hacia un diseño racional de drogas 
Como mencionamos anteriormente, la enzima cataliza el clivaje del PRPP, que da lugar a la 
liberación del pirofosfato (PPi), gracias a un ataque nucleofílico por parte del nitrógeno en posición 9 
(N9) de la Hx, al carbono 1 (C1) de la ribosa (Figura 4.13). Esta reacción genera PPi y un enlace β en 
la ribosa 5’-fosfato, que la convierte en el nucleótido de hipoxantina, inosina monofosfato (IMP) 
(Monzani et al., 2007; Torres et al., 2007). Durante muchos años existió cierto debate en cuanto al tipo 
de química que tenía lugar en el proceso. En un principio todo apuntaba a creer, que se trataba de 
una reacción del tipo SN1, disociativa (Figura 4.13, ruta inferior), en la cual, el azúcar se transformaba 
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en un intermediario inestable disociado totalmente del PPi y de la base. De esta manera el estado de 
transición debía ser protegido totalmente del solvente para evitar la hidrólisis del PRPP. Tiempo 
después, la obtención de mejores estructuras cristalográficas, como el cristal de 1.8 Å de resolución 
del dímero 1TC2, permitieron modelar dos vistas de la unión de los sustratos en el sitio activo: en 
una se encontraban totalmente protegidos, mientras que en la otra se encontraban expuestos. 
Sumado a esto, en tales estructuras se observó la presencia del PRPP intacto, lo que era consistente 
con una reacción del tipo SN2 (Figura 4.13, ruta superior), asociativa, donde se forma un 
intermediario con un enlace N9-C1 distendido y otro entre el C1 y el PPi (Craig III, et al., 2000). 
 
Figura 4.13. Esquema de la reacción catalizada por la HPRT. Se muestran las vías SN1 (ruta inferior) y SN2 
(ruta superior). Extraída de Craig-III y colaboradores (Craig III, et al., 2000). 
Actualmente el mecanismo mediante el cual ocurre la reacción, continúa siendo motivo de 
debate. Sin embargo, a la hora de realizar un diseño racional de drogas capaces de inhibir 
selectivamente la acción de esta enzima, surgen como candidatos, moléculas con semejanza a estos 
posibles estados intermediarios de la reacción, ya que, imitar el estado de transición de 
sustratos/productos limitaría la habilidad del patógeno de desarrollar resistencia (Soon Eng et al., 
2015). Es así como, durante años, diversos grupos han estudiado una variedad de compuestos que 
comparten características con el estado de transición de la reacción catalizada por la HPRT en 
diferentes organismos (Ansari et al., 2016; A. E. Eakin et al., 1997; Ann E. Eakin et al., 1995; Fernández 
et al., 2004; Ladame et al., 2001; Soon Eng, et al., 2015), entre los que se destaca el trabajo de 
Wai Son Eng y colaboradores, quienes en el año 2015 diseñaron a partir de antivirales para HIV, una 
serie de compuestos que podrían ubicar las moléculas de Guanina –o hipoxantina- y PRPP, en el sitio 
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activo de la HPRT de Mycobacterium tuberculosis (MtHPRT), unidas por brazos espaciadores de 
diferente longitud. Algunos de estos compuestos inhiben la MtHPRT recombinante aislada, pero al 
tratarse de moléculas polares sumamente grandes, los investigadores se vieron en la necesidad de 
incluir grupos hidrofóbicos mediante enlaces ésteres o fosforamidato que se clivan al entrar en la 
célula, en función de obtener efectos inhibitorios sobre un cultivo de las bacterias.  
Efecto de Bisfosfonatos sobre la actividad enzimática 
Con el propósito de ensayar moléculas más pequeñas, pero semejantes en estructura al PRPP, y 
gracias a la gentileza de la Dra. Mirian Dziubecki y el Dr. Emilio Roldán de la empresa GADOR-SA, 
Buenos Aires, decidimos llevar a cabo el estudio del efecto producido sobre la actividad HPRT de un 
conjunto de bisfosfonatos (BPs). Inicialmente, los BPs fueron utilizados como agentes terapéuticos en 
oncología y se establecieron para la prevención de complicaciones asociadas con mielomas múltiples 
o metástasis en hueso de cánceres de mama y próstata. Posteriormente, se demostró también que los 
BPs reducen el riesgo de sufrir fracturas, y aumentan la densidad mineral del hueso, por lo que se los 
ha utilizado ampliamente para el tratamiento de osteoporosis menopáusica en mujeres, osteoporosis 
inducida por glucocorticoides y osteogénesis imperfecta en niños (Russell et al., 2008).   
 
Figura 4.14. Curvas de actividad en presencia de BPs. (A) Se presentan las curvas realizadas en 85 µM PRPP, 
25 µM Hx y concentraciones crecientes de los BPs. (B) Estrucutras de los diferentes BPs. 
Dado que derivados de bisfosfonatos han demostrado tener un efecto inhibitorio sustancial 
sobre la TcHPRT (Fernández, et al., 2004), probamos el sitio activo de la proteína utilizando los 
siguientes compuestos: alendronato, ibandronato, lidadronato, olpadronato, pamidronato y 
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zoledronato (Figura 4.14B). Como puede verse en la Figura 4.14, el sistema se comporta de manera 
bimodal con los BPs, donde a bajas concentraciones se manifiesta un efecto activador y a mayores 
prevalece el efecto inhibidor. Si bien todos los compuestos presentan este comportamiento, sólo dos 
de éstos, el ibandronato y el zoledronato, muestran tener un claro poder inhibitorio sugiriendo que 
pueden actuar como análogos del sustrato PRPP en el contexto de la enzima (este resultado forma parte 
del trabajo citado en los capítulos anteriores (Valsecchi et al., 2016)). 
Por ser el que más potencia inhibitoria presenta, decidimos caracterizar la unión del 
ibandronato como representativo del grupo bisfosfonato. En primera instancia, repetimos la curva en 
concentraciones crecientes del BP, llegando a valores más altos, de modo de poder definir mejor la 
curva y la concentración adecuada de trabajo (Figura 4.15A). A continuación, determinamos la 
actividad enzimática de TcHPRTH6, en función de concentraciones crecientes de PRPP, 25 µM Hx y en 
presencia o ausencia de ibandronato 150 mM. Como puede verse en los paneles B y C de la 
Figura 4.15, la actividad se encuentra disminuida mostrando el mismo comportamiento sigmoideo 
descripto anteriormente. A su vez, la velocidad máxima parece tender al mismo valor en ambas 
curvas, lo que en conjunto con lo anterior, nos permite inferir que se trata de una inhibición 
competitiva. 
 
Figura 4.15. Efectos del ibandronato. (A) La curva se realizó en las concentraciones fijas de 85 µM PRPP y 
25 µM Hx. (B) Curvas de actividad en función del PRPP, en presencia (círculos negros) o ausencia (círculos 
grises) de ibandronato. (C) Detalle de lo ocurrido en las concentraciones más bajas. 
En el año 2004, en nuestro laboratorio, Fernández y colaboradores, investigaron mediante 
simulación molecular el tipo de interacción que podría darse entre algunas de estas moléculas y la 
TcHPRT. En el trabajo, los autores aseguran que los BPs se posicionan en el sitio activo, anclando su 
parte bisfosfato en el mismo sitio donde se ubica la parte pirofosfato del PRPP. De esta manera, la 
cadena lateral del BP se posicionaría ubicando una difusa carga positiva -en el caso del risedronato, 
un BP con un anillo aromático- en la región donde la Hx realiza su ataque nucleofílico. En nuestro 
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contexto, eso sería similar a que lo que ocurriría con la cadena lateral del zoledronato, y éste podría, 
por tal motivo, ejercer su efecto inhibitorio con cierta ventaja por sobre aquellos BPs que no son 
capaces de posicionar una carga positiva en ese sitio. Analizando uno por uno nuestros BPs 
(Figura 4.14B), encontramos que el alendronato, el BP con menor potencia inhibitoria, posee una 
cadena lateral demasiado larga, apartando espacialmente al nitrógeno terminal que aportaría la carga 
positiva; todos los demás BPs poseen sus cadenas laterales de igual longitud, indicando que, entre 
ellos, la diferencia en la potencia inhibitoria radica en otra característica de la estructura. El 
lidadronato, el segundo BP con poca fuerza inhibitoria, se diferencia del resto no por su cadena 
lateral principal, sino por poseer como grupo secundario, una carga positiva (NH2) en lugar de un 
hidroxilo (OH), lo que podría dificultar el anclaje de la molécula. El ibandronato, que como 
mencionamos previamente es tan potente como el zoledronato, posee un nitrógeno que provee una 
carga positiva estable en posición 3 respecto al carbono y seguidamente, posee una cadena lateral 
considerablemente más larga que el resto de los BPs. El olpadronato, por su parte, no posee 
semejante cadena lateral, en tanto que el pamidronato, no posee una carga tan estable como los 
últimos dos –sin embargo, es interesante notar que posee un efecto inhibitorio sutilmente mayor que 
el olpadronato, quien a su vez, genera el mayor efecto activador. Aunque por el momento, escapa a 
nuestro entendimiento en qué radica esa potencia activadora del olpadronato, profundizaremos 
sobre su efecto, más tarde en este capítulo. En su conjunto, todas estas hipótesis merecen ser 
analizadas en profundidad con nuevos cálculos de docking y, de ser posible, con estructuras 
cristalográficas obtenidas por co-cristalización de la TcHPRT y los BPs. Retomaremos esta discusión, 
en el Capítulo 6. 
Análisis del efecto activador 
Como se mencionó en la sección anterior, en mayor o menor medida, todos los BPs estudiados 
actúan sobre la enzima generando un aumento en su actividad que resulta ser evidente hasta 
concentraciones de alrededor de 100-150 M, mientras que, más allá de este punto prevalece el efecto 
inhibitorio. Este fenómeno podría estar revelando comunicaciones entre los sitios activos de las 
diferentes subunidades, señalando un fenómeno de cooperatividad positiva a la unión de los 
sustratos. 
Basados en el trabajo de Raman y colaboradores mencionado anteriormente (2005), 
comenzamos a pensar en este sistema bimodal, como uno en donde la enzima se puede encontrar en 
equilibrio entre las formas Poco Activa y Activa, indicadas en la Figura 4.16. En la primera, la TcHPRT 
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une sustratos de forma poco eficiente, mientras que en la seguda, la unión es favorecida. En el 
contexto del tetrámero, al darse la unión de una molécula de ligando, la enzima pasa a su estado 
activo, estando lista para unir más moléculas de ligando; si en este caso, la concentración del 
inhibidor (I) es baja, ocurrirá la unión de las moléculas de sustrato (S), sucediendo entonces un 
fenómeno de activación por parte de I. Se podría pensar en este caso, que ante una misma 
concentración de PRPP, el agregado de I simularía un aumento en la concentración del sustrato que 
explicaría el aumento en la actividad. Si en cambio, la concetración de I fuera alta, esta molécula 
pasaría a ocupar todos los sitios de la enzima, impidiendo la catálisis y por tanto, inhibiendo a la 
enzima. 
En el caso de un dímero, el sistema sería similar, pero los efectos se verían levemente alterados 
ya que la concentración de I para ocupar todos los espacios sería menor, estando entonces 
pronunciado el efecto inhibitorio en esta variante, y el activador disminuído -ya que en el primer 
caso una sóla molécula de I, activaría tres sitios, en tanto que en el dímero  se activaría uno solo.  
 
Figura 4.16.Modelo de acción de los BPs. (A) Modelo que contempla el efecto bimodal en el contexto de un 
tetrámero. (B) El mismo modelo interpretado para un dímero. 
Para poner a prueba nuestra hipótesis, generamos de forma recombinante, la variante 
TcHPRTdCT. La estrategia de clonado y su purificación se llevó a cabo como se indica en 
Complementos y se determinó por dispersión de luz su peso molecular, obteniendo efectivamente 
que se trata de un dímero como se muestra en la Figura 4.17.  
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 Figura 4.17. Generación de TcHPRTdCT de forma recombinante. Peso molecular de la variante lograda; como 
puede apreciarse, y tal como era esperado, se trata de un dímero. La línea continua representa el perfil 
cromatográfico de esta variante.  
Debido a las complicaciones asociadas a la purificación, y para evitar la pérdida de actividad al 
generar una proteína presumiblemente menos estable, decidimos realizar el experimento 
mencionado a continuación, utilizando lisados de E. coli que sobreexpresan cada una de las variantes 
deseadas. Como control, incluimos una cepa que sobreexpresa otra proteína recombinante no 
relacionada con la HPRT, la Frataxina humana (FXN). Luego de lisar por sonicación una suspensión 
de células de DO600: 0.9, centrifugamos las muestras y procedimos a determinar la actividad HPRT 
presente en el sobrenadante. En el caso de las bacterias que expresan FXN, no se realizó ninguna 
modificación adicional, en tanto que los lisados en donde se encontraban presentes las diferentes 
variantes de HPRT, se diluyeron de manera tal, que todas presentaran la misma actividad inicial en 
la condición PRPP 85 µM, Hx 25 µM. Seguidamente, se repitió el ensayo a concentraciones crecientes 
de olpadronato -el BP con mayor poder activador-, e ibandronato -el BP con mayor poder inhibitorio. 
Como puede verse en la Figura 4.18, a pesar de las diferencias en sus potencias efectoras, frente a 
ambos BPs, el efecto activador aparece más pronunciado en el contexto del tetrámero que en el 
dímero, en tanto que la inhibición, se encuentra más marcada en el dímero que en el tetrámero. De 
esta manera, podemos afirmar que nuestros resultados responden al modelo de cooperatividad que 
proponemos. 
Actividad Enzimática 
- 101 - 
 
 
Figura 4.18. Actividad del dímero y el tetrámero frente a BPs. (A) Actividad frente a olpadronato. En el 
inserto se observa el SDS-PAGE de los lisados celulares que sobreexpresan cada una de las variantes utilizadas 
(M: marcadores de peso molecular, dCT: dímero, H6: tetrámero, FXN: frataxina humana). (B) Actividad en 
concentraciones crecientes de ibandronato. Para simplificar la visualización de los gráficos nos referimos a las 
variantes TcHPRTH6, como tetrámero y a la variante TcHPRTdCT, como dímero.Cabe destacar, que como la actividad 
se expresa de manera porcentual respecto a la condición sin inhibidor, en ambos gráficos se encuentran superpuestos los 
valores correspondientes al 100 % de cada especie. 
Retomando la discusión sobre el poder activador del olpadronato, en este nuevo contexto, 
podemos pensar que la capacidad de activar al tetrámero exhibida por este modulador, podría 
relacionarse con su parecido con el PRPP o incluso con alguna particularidad estructural del estado 
de transición de la reacción. Como mencionamos anteriormente, en alguna medida, algo similar 
podría ocurrir en con otros miembros del grupo de los BPs (P, Z e I). Sin embargo, al ejercer la menor 
fuerza inhibitoria dentro del grupo, y al ser esta presumiblemente una inhibición competitiva, parece 
pertinente pensar que el PRPP pueda desplazarlo con facilidad. Por tanto, a bajas concentraciones de 
olpadronato, la enzima estaría en un estado activado y su actividad efectiva aumentaría más que con 
los otros BPs (que serían más afines por el sitio, y más potentes como inhibidores). Con esto en 
mente, también sería válido considerar que el efecto inhibitorio observado podría ser mayor que 
aquel que se lograría si la activación no tuviese lugar, pero sin dejar de ser esta la menor del grupo 
mencionado. Esto último parece también desprenderse del análisis de la Figura 4.18A, donde el 
dímero -que no muestra el efecto activador- alcanza niveles de inhibición mayores que el tetrámero, 
pero a su vez, el valor alcanzado continúa siendo menor al que se observa cuando el ligando es el 
ibandronato (Figura 4.18B). 
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Unión de Hx y BPs al sitio activo 
A continuación, decidimos investigar con más detalle la existencia de cooperatividad en la 
unión de cada uno de los ligandos y, analizar también, si la Hx y el ibandronato son capaces de 
entrar en el sitio activo en ausencia de otro ligando, es decir, si la Hx logra posicionarse sin necesidad 
de que entre en primer lugar el PRPP, y el PRPP –o en este caso, un análogo-, puede ingresar en 
ausencia de magnesio. Para ello, diseñamos la mutante de TcHPRT, F164W (TcHPRTF164W), basados 
en la HPRT de Toxoplasma gondii (TgHPRT) que posee en su sitio activo, un triptófano en la posición 
199. Esta mutación, resulta ser un interesante sensor de lo que ocurre directamente en el sitio activo, 
ya que, el residuo posiciona a la Hx en el sitio de catálisis mediante una interacción π-π. Este W199 
perteneciente a la TgHPRT, se ubica además, estructuralmente en la misma posición en la que lo hace 
la F164, que en TcHPRT realiza la misma función (Figura 4.19).  
 
Figura 4.19. Análisis del sitio activo. (A) Superposición de los PDBs, destacando los residuos F164, y W199 
correspondientes respectivamente, a las proteínas TcHPRT (rosa) y TgHPRT (azul). A su vez, se indica la 
interacción con un análogo de la Hx (naranja) y la ubicación de la molécula de PRPP. (B) Representación en 
bolitas para mayor claridad; la F164 de TcHPRT se encuentra incluida en el espacio que ocupa el W199 de 
TgHPRT. (C) Vista lateral de la interacción π-π que posiciona a la Hx en el sitio activo. 
Generamos la mutación puntual en TcHPRTH6 (ver en Complementos la estrategia de clonado), y 
seguidamente, luego de expresar y purificar la proteína mediante su cola de histidinas en la CTR, 
estudiamos por dispersión de luz su peso molecular. A partir de este análisis, corroboramos que la 
mutación no afecta las características observadas anteriormente, ya que la nueva variante, también 
posee un peso molecular correspondiente al de un tetrámero y, del mismo modo en el que lo hacen 
TcHPRT y TcHPRTH6, eluye anómalamente de la filtración en gel (Figura 4.20A).  
A continuación, decidimos realizar medidas de actividad variando la concentración 
de Hx -a 200 µM de PRPP-, y variando la concentración de PRPP –a 50 µM de Hx-. Como se observa 
en los paneles B y C de la Figura 4.20, los valores de actividad son comparables con los de TcHPRTH6, 
lo que permite inferir que la proteína se encuentra estructuralmente bien plegada y la mutación no 
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afecta su actividad. Sin embargo, para realizar comparaciones en cuanto a las contantes KM o Vmax, se 
requerirá una serie de experimentos más abarcativos, en los que se le dé a la enzima el tratamiento 
que se le dió a la variante TcHPRTH6. 
 
Figura 4.20. Caracterización de la mutante TcHPRTF164W. (A) El estado oligomérico de la nueva variante, 
indica que se trata de un tetrámero en solución. (B) Actividad en concentraciones variables de PRPP y 
50 µM de Hx. (C) Actividad en concentraciones variables de Hx y 200 µM de PRPP. 
A continuación, seguimos mediante fluorescencia intrínseca de triptófanos (excitación a 
295 nm, espectros de emisión 305-450 nm), la unión de cada ligando a la enzima Figura 4.21. Para 
realizar este experimento, se utilizó una concentración de TcHPRTF164W de 12 µM (0.32 mg.ml-1), lo 
que equivale a 0.3 unidades de absorbancia aproximadamente. Como puede observarse en la 
Figura 4.21A, la intensidad de fluorescencia aumenta al unir ibandronato y disminuye al unir Hx. En 
el caso de la Hx, la disminución de la fluorescencia ocurre sin corrimiento de la longitud de onda del 
máximo de emisión, en tanto que la unión del ibandronato está caracterizada a su vez, por un 
corrimiento a mayores longitudes de onda. 
Para estudiar la unión de Hx, analizamos los valores de fluorescencia a 340 nm (panel B). Por 
su parte, para corroborar que el cambio en la señal se debe a la interacción de la enzima con los 
ligandos, realizamos un control determinando la fluorescencia de una sonda que simula ser un 
residuo de triptofano expuesto al solvente (N-acetil-triptofano-amida, NATA), en concentraciones 
crecientes de Hx. Como puede verse en el inserto del panel B de la Figura 4.21, la intensidad de 
fluorescencia de la sonda no se ve alterada por el agregado de ibandronato, ni de Hx. Con estos 
resultados podemos afirmar que el cambio en la fluorescencia, al aumentar la concentración de Hx 
tiene lugar debido al posicionamiento de la base en el sitio activo y, muy posiblemente, debido a la 
interacción directa entre la Hx y el W164, y no por quenching colisional. Además, este control elimina 
la posibilidad de que la Hx produzca una disminución de la intensidad de emisión por efectos de 
filtro interno (absorción). Notablemente, esta interacción ocurre sin que se introduzca en el medio 
ningún otro ligando –PRPP, Mg+2 o BPs-, de lo que se extrae que la Hx es capaz de entrar al sitio 
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activo, sin necesidad de que el PRPP -o el PPi-, se encuentre posicionado en su sitio. Adicionalmente, 
en la Figura 4.21B, también se puede observar que el posicionamiento de Hx al sitio activo de la 
enzima, no muestra sigmoidicidad evidenciable mediante cambios en la fluorescencia del W164. 
Resultado en concordancia con los ensayos de actividad sobre TcHPRTH6 (Figura 4.8).  
 
Figura 4.21. Unión de ligandos a TcHPRTF164W. (A) Espectros de fluorescencia luego de la unión de Hx e 
ibandronato. (B) Señal a 340 nm a concentraciones crecientes de Hx. En el inserto se muestra como control, la 
fluorescencia de NATA a concentraciones crecientes de Hx y 50 mM de ibandroanto; en el primer punto se 
superponen los valores en presencia y ausencia de ibandronato. (C) Señal a 340 nm a concentraciones 
crecientes de ibandronato. (D) Longitud de onda del máximo de fluorescencia para concentraciones variables 
de ibandronato. 
Como mencionamos anteriormente, al aumentar la concentración de ibandronato, se observa 
un aumento neto de la fluorescencia y un corrimiento del máximo hacia mayores longitudes de onda. 
Debido a esta observación, para analizar la interacción, decidimos graficar la variación de la 
intensidad de fluorescencia a 340 nm (panel C) y la longitud de onda en donde se encuentra el 
máximo de fluorescencia, en función de la concentración del ligando (panel D). El corrimiento del 
pico de fluorescencia que aquí observamos, generalmente se asocia con un cambio en el entorno de 
los triptófanos hacia un ambiente más polar. El resultado obtenido, es una fuerte evidencia de que el 
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ibandronato podría estar generando ese cambio en el entorno ya que se trata de una molécula con 
dos grupos fosfatos, y por lo tanto, se encuentra cargada negativamente. También, aunque la 
solución se encuentra en todo momento a pH 8, podría suceder que a altas concentraciones de 
ibandronato, la enzima se desnaturalice exponiendo el triptófano a un ambiente más polar. Esta 
opción no parece ser la más acertada, ya que las concentraciones utilizadas son mucho menores a, 
por ejemplo, aquellas con las que se observa desnaturalización frente a urea; cabe destacar además, 
que en esta oportunidad no se observó la aparición de agregados visibles, característicos al analizar 
la desnaturalización térmica de la enzima (Capítulo 2). Este punto requerirá de un profundo análisis 
en el futuro.  
Notablemente, la interacción observada, tiene lugar en ausencia de Mg+2, lo que podría estar 
evidenciando que si bien es esencial para que ocurra la catálisis, no sería condición para que los 
fosfatos del ligando se posicionen en el sitio activo. Por su parte, y a diferencia de lo que ocurre con 
la Hx, el ibandronato sí parece responder a un fenómeno cooperativo a la hora de interactuar con la 
enzima, tal como lo indicaban nuestros resultados para la interacción PRPP-HPRT (Figura 4.7). 
En el panel B de la Figura 4.21, podemos observar que la Kd que rige la unión de la Hx, toma 
un valor de aproximadamente 150 µM, el que es un valor excesivamente alejado de la Km de este 
sustrato (~5 µM). Considerando el sistema de entrada ordenada propuesto para esta enzima, sería 
válido suponer que en este caso, la unión de Hx se encuentre desfavorecida por la ausencia de PRPP 
en el sitio activo, en tanto que podría ser favorecida ante la presencia de PRPP en el sitio activo, 
llevando el valor de Kd aquí observado a concentraciones menores, posiblemente, más relacionadas 
con la constante catalítica.  
Decidimos investigar tal hipótesis en presencia de los BPs, ya que hacerlo con PRPP provocaría 
que ocurra la catálisis y se dificultaría el análisis de los resultados. En primera instancia, realizamos 
curvas de fluorescencia en las mismas condiciones descriptas, pero adicionando 5 o 50 mM de 
ibandronato (ya que es el BP que más efecto inhibitorio posee y posiblemente sea el que mejor 
mimetiza a la molécula PRPP). En el panel A de la Figura 4.22, puede observarse que si bien existe 
una diferencia entre las curvas a ambas concentraciones de ibandronato, éstas no parecen ser 
significativas en relación al control, realizado en ausencia de BP (curva negra). Paralelamente, 
realizamos el mismo experimento a tres concentraciones fijas de pamidronato. Nuevamente, como 
puede verse en el panel B de la Figura 4.22, las diferencias no parecen ser significativas respecto al 
control. Es decir, que por el momento, no logramos evidenciar que la Hx vea favorecida su entrada al 
sitio activo en presencia del ligando que entraría en primer lugar al sitio activo. 
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En este punto, nos preguntamos sobre la influencia del Mg+2 en este sistema, y para 
responderlo repetimos la curva de pamidronato 1 mM en presencia de 12 mM de MgCl2 
(Figura 4.22C). Si bien este experimento requiere la realización de más duplicados, los resultados 
obtenidos hasta el momento, tampoco parecen indicar un cambio en las constantes obtenidas en 
ausencia de magnesio. A continuación, extremando las condiciones, decidimos estudiar directamente 
si el PRPP es capaz de provocar un cambio en la interacción HPRT-Hx, ya que los BPs podrían 
simplemente no estar ejerciendo tal efecto. Para ello, realizamos una curva de fluorescencia en 
ausencia de magnesio –ya que, como mencionamos previamente, su presencia permitiría la actividad 
enzimática-, pero nuevamente, tampoco logramos evidenciar cambios significativos (Figura 4.22C). 
 
Figura 4.22. Interacción HPRT-Hx en presencia de BPs y PRPP. (A) Variación de la señal en ausencia (círculos 
negros aquí, panel B en la Figura 4.21) o presencia de 5 mM (círculos grises) o 50 mM (círculos blancos) de 
ibandronato. (B) Mismo experimento, en presencia de diferentes concentraciones de pamidronato. (C) Se 
presentan los resultados para un ensayo en presencia de 100 M de PRPP o 1 mM de pamidronato con y sin 
12 mM de Mg+2.  
Este trabajo, continuará siendo materia de investigación en nuestro laboratorio, a fin de poder 
responder a las preguntas planteadas, y en este sentido, un camino de análisis será ensayar la 
fluorescencia a 4 °C en presencia de PRPP y Mg+2. Si bien la enzima debiera catalizar la reacción en 
presencia de los sustratos y de magnesio, hemos observado que a 4 °C, la actividad enzimática no es 
apreciable en los tiempos experimentales. Por otra parte, sería interesante realizar este experimento 
utilizando una concentración baja de olpadronato, ya que al ser el BP que más efecto activador logra, 
podría influenciar de forma positiva en la unión de Hx.  
Presentación de un nuevo modelo 
Hasta aquí, hemos aprendido que la entrada del PRPP al sitio activo de la enzima, se produce 
de manera cooperativa. Asimismo, si bien no hemos observado un fenómeno cooperativo en la unión 
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de Hx, hemos evidenciado que a altas concentraciones de este sustrato, existen ciertos niveles de 
actividad, en contraposición a lo que supone el modelo secuencial ordenado, considerado hasta el 
momento (Craig III, et al., 2000). Por su parte, el análisis del comportamiento diferencial de 
TcHPRTH6 y TcHPRTdCT, frente a los BPs, sumó evidencias que apoyan la hipótesis de un sistema en 
el que la enzima se encuentra en equilibrio entre un estado poco activo que se desplaza a otro más 
activo, al unir un ligando. También obtuvimos información que nos permitió inferir que la entrada 
de los BPs, análogos del PRPP al sitio activo, ocurre de manera independiente a la presencia de 
magnesio –lo que solo habla de posicionamiento, sin hacer referencia a la actividad, para la cual el 
magnesio es esencial-. 
Como ha sido mencionado previamente, durante muchos años se consideró que el residuo 
anómalamente en cis (Lys52), era clave para la dimerización de la molécula, debido a que, 
presumiblemente, producía un cambio conformacional como consecuencia de la unión del PRPP. En 
los capítulos anteriores, propusimos que la enzima es en realidad un tetrámero en solución, que no 
modifica su conformación al unir el ligando, pero a su vez, aceptamos una posible relación entre la 
Lys52, y la superficie que establece los mayores contactos entre dímeros. Por lo que en este punto, 
nos preguntamos si al cambiar su conformación mediante la unión de PRPP, sería posible que este 
residuo fuera parte de la comunicación que activa el proceso cooperativo entre las diferentes 
subunidades. Esta afirmación supone, que el cambio conformacional en la Lys52 de una subunidad, 
sería capaz de generar un cambio sobre los residuos con los que interacciona en la subunidad vecina 
(por ejemplo, la Met74), y este repercutiría en la disposición de los residuos del sitio activo (tal vez, 
sobre los residuos del loop 81-92 que se posicionan al final de la lámina β, la que incluye a la Met74). 
Sin embargo, por el momento no contamos con evidencias para afirmar que la Lys52 de una 
subunidad pueda actuar sobre (y modificar) la conformación de algún residuo de la subunidad 
vecina, así como tampoco logramos que esta hipótesis se aplique al tetrámero en su totalidad; es 
decir, cómo llega la información al resto de la molécula. El estudio de mutaciones puntuales, por 
ejemplo, sobre la posición 74, podría ayudar a esclarecer este punto. 
A partir de lo discutido a lo largo de este capítulo, proponemos que en realidad, la enzima 
responde a un modelo enzimático diferente al reportado hasta el momento; un modelo secuencial al 
azar, en el que si el primer ligando en unirse es el PRPP se genera una vía muy favorecida 
cinéticamente respecto de la generada por la unión de Hx, y con cooperatividad en la unión de 
ambos ligandos (PRPP y Hx). La característica secuencial, refiere a que ambos sustratos deben 
ingresar al sitio activo antes de que ocurra la reacción y se liberen los productos. Esta definición, se 
opone a los mecanismos de tipo ping-pong, donde ocurren reacciones parciales que modifican a la 
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enzima a medida que une sus ligandos y libera los productos (esto es, ingresa un sustrato, se libera 
un producto, y luego ocurre lo mismo con el otro sustrato y el otro producto). Sin embargo, no se 
trataría de un mecanismo estrictamente ordenado, ya que la unión del segundo sustrato (Hx), no 
produce una inhibición absoluta de la actividad. Esta afirmación, fundamentada sobre los resultados 
a altas concentraciones de Hx, indica que el sistema respondería como uno parcialmente al azar 
donde, en baja proporción, existe la posibilidad de que ocurra reacción enzimática al unir Hx en 
primer lugar. No obstante estas consideraciones, ante todo debemos señalar que un mecanismo 
sencillo donde se forme el complejo dead-end Enzima-Hx no es capaz de explicar la conducta 
observada, pues uniformemente da lugar a curvas de sustrato con forma hiperbólica. Hace falta 
entonces recurrir a modelos capaces de explicar la cooperatividad (sigmoidicidad evidente a bajas 
concentraciones de sustrato), a la vez que permitan predecir que la actividad alcance un valor 
máximo antes de decaer hacia un valor estable a altas concentraciones de Hx. Con el objeto de 
aproximarnos a esta conducta con el mínimo número de suposiciones, abordamos el tratamiento del 
sistema en equilibrio de acuerdo con el formalismo de selección conformacional propuesto por  
Monod-Wyman-Changeux (MWC). Más allá de otras consideraciones que podrían introducirse (ver 
luego), veremos que esta elección permite explicar razonablemente bien la conducta del sistema 
frente a sustratos e inhibidores.     
El modelo MWC para un sistema bi-sustrato, que responde a la reacción A + B  C + D 
(tratada en forma irreversible, ya que los productos no alcanzan una concentración significativa en el 
ensayo), se traduce en la Ecuación 4.2 de Rohwer (Rohwer et al., 2006), basada en el sistema 
mono-sustrato de Cantor (Cantor, et al., 1980). El modelo explica que una proteína alostérica, 
formada por más de una subunidad (n es el número de subunidades), puede pre-existir en dos 
conformaciones designadas como T (por tensa) y R (por relajada), lo que correspondería a las formas 
propuestas en este Capítulo como poco activa y activa, respectivamente. En realidad, por simplicidad, 
la ecuación supone a T como inactiva y a R como completamente activa. Es importante notar que en este 
modelo, los autores proponen que todas las subunidades de la enzima deben estar en la misma 
conformación al mismo tiempo, es decir que la unión del ligando produce un cambio conformacional 
concertado que se extiende a todas las subunidades. Un ligando, puede unirse a alguna de estas dos 
conformaciones, regulando la proporción en el equilibrio de ambas especies. A su vez, la forma R 
tiene una afinidad mayor por los sustratos. De hecho, por simplicidad se supone aquí que la forma T 
no sólo no daría lugar a actividad enzimática, sino que tampoco tendría afinidad por los sustratos, 
aunque sí podría unir a uno de ellos (Hx) como inhibidor alostérico. Las constantes de disociación K 
representan las constantes de equilibrio de disociación de los complejos entre la enzima y sus 
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sustratos. La novedad de esta propuesta, es considerar que B (Hx) actuaría en forma dual: como 
sustrato de la enzima (uniéndose a la forma R) y como efector alostérico negativo (inhibidor, por 
unión a la forma T). De este modo, la ecuación explicaría la conducta asimétrica de Hx (B) frente a 
PRPP (A).  
    Ecuación 4.2 
donde, αA  es la relación entre la concentración del ligando A y la KR de A, (αA=[A]/KRA); αB, es 
la relación entre [B] y su KR,  (αB=[B]/KRB); βB, refiere a la relación entre [B] y la KTB, que mide el 
efecto B como inhibidor alostérico uniéndose a T (βB=[B]/KTB); y L es la constante alostérica, que 
describe la relación entre las proteínas en la forma T y la forma R, en ausencia de ligandos (L=T0/R0).  
Cabe destacar, que ajustes individuales en los que se permite a L y a las constantes KRA, KRB y 
KTB, tomar valores independientes, logran explicar los datos experimentales. Sin embargo, todavía no 
fue posible completar un ajuste conjunto de las siete curvas (fijando Hx o PRPP, en 3 y 4 
concentraciones respectivamente), lo que indicaría que hace falta refinar el modelo aún más 
(posiblemente considerando afinidades y/o actividades enzimáticas parciales para ambas 
formas R y T).  
Para poner a prueba la función, y comprender acabadamente los alcances del modelo, a 
continuación realizamos simulaciones variando la concentración de PRPP, y dejando fija la de Hx 
(Figura 4.23). Cabe destacar que estas simulaciones responden a un único conjunto de parámetros 
(n=4, L=3, KRA=17.5, KRB=5, y KTB=1.5). Como puede observarse, las curvas obtenidas representan 
muy bien la conducta observada, ya que se puede detectar sigmoidicidad en la unión de PRPP, y ésta 
se acentúa al aumentar la concentración de Hx. A bajas concentraciones de PRPP, se verifica la 
inversión de las tendencias en la actividad enzimática, prediciendo cruces entre las curvas (panel B). 
A su vez, tal y como hemos propuesto a partir de nuestros datos experimentales, el modelo también 
predice menor sigmoidicidad a menor estado oligomérico (menor n, ver panel C).  
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Figura 4.23. Simulaciones en función de la concentración de PRPP. (A) Se presentan las simulaciones 
correspondientes a tres concentraciones fijas de Hx. Cada simulación se realizó considerando los mismos 
parámetros enzimáticos. (B) Se detallan los resultados a bajas concentraciones de PRPP. (C) Simulación 
realizada con los mismos parámetros pero con n=2. Obsérvese la pérdida de sigmoidicidad, y como las curvas 
parecen partir como en un ramillete. 
A continuación, realizamos simulaciones semejantes en función de la concentración de Hx, a 
tres concentraciones fijas de PRPP, utilizando para ello, los mismos parámetros enzimáticos 
ensayados en el caso anterior (n=4, L=3, KRA=17.5, KRB=5, y KTB=1.5). Como puede observarse en la 
Figura 4.24, la predicción sobre el efecto inhibitorio de Hx se exacerba al disminuir la concentración 
de PRPP, información que concuerda con nuestros datos experimentales. Asimismo, y como también 
hemos observado a lo largo de este trabajo, en el panel C de la Figura 4.24, puede verse que la 
simulación considerando la inhibición a muy bajas concentraciones de PRPP, y altas de Hx, alcanza 
una asíntota en lugar de predecir una inhibición absoluta. Esto sucede porque Hx presenta afinidad 
por ambas formas de la enzima: como sustrato, uniéndose a R y como inhibidor alostérico, uniéndose 
a T; de modo que sólo ocurriría inhibición completa si la afinidad por la forma T, fuera mucho mayor 
que aquella por la forma R (si KRB >> KTB). Como puede verse en el panel D, en estas condiciones, la 
cooperatividad también queda enmascarada por el efecto alostérico. Sin embargo, si se realizan 
simulaciones con otros parámetros (L = 10000, KTB = 1000000, KRA = 200 y KRB = 200), donde 
desaparece la inhibición por exceso de sustrato, se logra ver sigmoidicidad tanto en función de 
[PRPP] como de [Hx] (no mostrado). 
Cabe destacar, que también en esta oportunidad ajustes individuales sobre las cuatro curvas, 
logran describir los resultados experimentales. Nuevamente aquí, el reducido número de parámetros 
de la ecuación, ocasionaría cierta falta de flexibilidad para responder más satisfactoriamente en 
forma global al conjunto de los datos experimentales. En este sentido, confiamos que el refinamiento 
del modelo permita lograr tal objetivo. 
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Figura 4.24. Simulaciones en función de la concentración de Hx. (A) Se presentan las simulaciones 
correspondientes a tres concentraciones fijas de PRPP. Cada simulación se realizó considerando los mismos 
parámetros enzimáticos utilizados en la Figura 4.23. (B) Detalle de la inhibición a bajas concentraciones de 
PRPP; obsérvese cómo se acentúa la inhibición por parte de Hx al disminuir la concentración de PRPP. (C) La 
inhibición por Hx, incluso a muy bajas concentraciones de PRPP y muy altas de Hx, no resulta ser completa 
(ver texto). (D) Comportamiento a bajas concentraciones de Hx.  
Como puede verse, en líneas generales, el modelo parece responder de la forma esperada a la 
unión de los ligandos naturales. Sin embargo, aún resta analizar el efecto de los BPs estudiados en 
este capítulo, y con ello en mente, obligatoriamente debemos incluir en la Ecuación 4.2, parámetros 
que expliquen el fenómeno bimodal causado por dichas moléculas (ver Ecuación 4.3). En forma 
análoga a los sustratos, consideramos la inclusión del término ϴ, que refiere a la relación entre la 
concentración de cada BP, y la correspondiente constante de disociación a la forma R de la enzima 
(ϴ=[BP]/KRI). Dada la semejanza de los BPs al PRPP, se incluye este nuevo término para dar cuenta 
de la competitividad observada con PRPP. Esta acción inhibitoria no debe confundirse con aquella 
demostrada por un inhibidor alostérico: mientras que aquí, el inhibidor compite con uno de los 
sustratos por su unión a la forma R, un inhibidor alostérico ejerce su acción uniéndose a la forma T. 
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Así entonces, se predice que si un inhibidor competitivo, es capaz de sesgar el equilibrio T-R hacia la 
forma R (activa), paradójicamente en realidad activará la enzima a bajas concentraciones, mientras que 
sólo se manifestará su efecto inhibidor a mayores concentraciones.  
               Ecuación 4.3  
donde se considera únicamente el fenómeno de competencia entre los BPs y PRPP por la 
forma R de la enzima. 
Como puede verse en la Figura 4.25, la ecuación permite predecir el comportamiento de cada 
BP observado en la Figura 4.14. Cabe mencionar, que las simulaciones fueron realizadas, con valores 
de KRI específicos para cada BP (A: 85.8; L: 66.3; O: 42.1; P: 39.3; Z: 34.6; I: 25.2), y manteniendo fijos 
los valores de los demás parámetros (n=4, L=4.2, KRA=16.4, KRB=4.7, y KTB=0.9). Tal como ya hemos 
mencionado, el modelo logra describir el efecto bimodal de cada BP, lo que apoya nuestra hipótesis. 
Se logra observar el efecto activador a bajas concentraciones, como consecuencia de la unión 
esporádica de BP al oligómero, que ocasiona un incremento en la población de sitios libres afines al 
sustrato PRPP. Por otro lado, se observa también la inhibición a altas concentraciones de cada BP, 
consecuente con la ocupación de los sitios. Sin embargo, aquí también hace falta refinar el modelo, en 
pos de lograr un ajuste global a todos nuestros datos experimentales. 
 
Figura 4.25. Predicción de la conducta dual (activadora-inhibitoria) de cada BP. Como puede verse, el modelo 
responde de la forma esperada al comportamiento de cada BP. Se logra predecir tanto el aumento de la 
actividad enzimática a bajas concentraciones, como también su efecto inhibitorio a altas concentraciones. 
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Finalmente, debemos considerar que, con el objeto de lograr explicar la conducta 
experimental de la manera más satisfactoria, podrán en el futuro ensayarse diferentes tratamientos. 
Entre ellos, podrá incluirse (a) la unión de sustratos y/o inhibidores con diferente afinidad a ambas 
formas R y T de la enzima (modelos K (Cantor, et al., 1980; Segel, 1975)); (b) la actividad enzimática 
diferencial intrínseca de R y T (modelos V, (Segel, 1975)); o la combinación de ambos (modelos KV, 
(Segel, 1975)).  
Un paso más allá involucrará replantearse totalmente el modelo de acción enzimática, 
(c) utilizando una aproximación al sistema en estado estacionario (Segel, 1975), en lugar del 
tratamiento en equilibrio analizado precedentemente. De todos modos, se demuestra en esta sección, 
el poder y la robustez de un modelo mínimo, que supone sólo lo esencial, y utiliza un número muy 
reducido de parámetros de ajuste, para explicar las complejidades de la conducta enzimática 
observada.  
Análisis finales 
Habiendo caracterizado la actividad de la enzima, por primera vez considerada como un 
tetrámero, nos valimos de una serie de bisfosfonatos con un doble objetivo: validar nuestras hipótesis 
en relación al nuevo modelo -completando la caracterización de nuestra proteína-, e iniciar el camino 
hacia el diseño racional de drogas que inhiban la TcHPRT. El poder inhibitorio del zoledronato, un 
compuesto que posee un anillo imidazol con posibilidad de deslocalizar una carga positiva a pH 
neutro, es similar al observado en el caso del risedronato, un compuesto que se comporta de manera 
similar en virtud de su anillo piridínico (Fernández, et al., 2004). Una implicación de este hecho 
podría ser que luego de ser posicionada a través de su ancla bisfosfonada, una carga positiva difusa, 
es estratégicamente localizada donde el estado de transición de la reacción también desarrolla una 
carga positiva (Focia et al., 1998a). La obtención de cristales de TcHPRT en presencia de los BPs, en 
particular de aquellos que exhiben afinidades diferentes, podría confirmar tal hipótesis, y de ser el 
caso, esta estrategia podría ser utilizada en el diseño de una nueva familia de inhibidores. 
Para seguir adelante, debemos volver a la premisa de que un buen inhibidor sería también aquel 
capaz de inhibir a TcHPRT, sin inhibir a la variante humana, por lo que es fundamental ensayar su 
acción frente a esta variante. Es por ello que obtuvimos la secuencia codificante de la HsHPRT 
gentilmente cedida por el Dr. S.P. Craig III, e iniciamos su caracterización en forma paralela. 
Esta variante, al igual que TcHPRTH6, posee en su CTR una cola de histidinas que facilita su 
purificación. Luego de aislarla, corroboramos por dispersión de luz su peso molecular, que tal como 
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era esperado resultó ser compatible con el de un tetrámero (Figura 4.26A). Sin embargo, al ensayar 
su actividad enzimática encontramos un comportamiento diferente al de la variante de T. cruzi: la 
variación de la absorbancia a 245 nm responde a una curva sigmoidea y no a una hipérbola 
(Figura 4.26B). Este comportamiento es compatible con el reportado para 
Plasmodium falciparum -mencionado al principio del capítulo-, para el que se ha observado la 
existencia de una fase de activación en donde la enzima une los sustratos en primer lugar; dicha fase, 
es suprimida al pre-incubar la enzima con los sustratos (Raman, et al., 2005).  
 
Figura 4.26. Caracterización de HsHPRT. (A) Como era esperado, el peso molecular de la variante obtenida de 
forma recombinante y aislada por medio de una cola de histidinas en su CTR, resultó corresponder con el de 
un tetrámero. (B) Curva de señal de absorbancia en función del tiempo. Nótese como la curva toma una forma 
sigmoidea, caracterizada por una fase de latencia en los primeros segundos de reacción.  
A continuación, para evaluar el efecto de los compuestos sobre la enzima recombinante 
humana, ensayamos la actividad HPRT en lisados de cultivos de E. coli que sobreexpresan esta 
enzima, en presencia de 85 µM de PRPP y 25 µM de Hx, y concentraciones variables de olpadronato 
e ibandronato (esto es continuación del experimento de la Figura 4.18). Para el caso de la variante 
humana, calculamos la V0 como la pendiente  inmediata al punto de inflexión de la curva de 
absorbancia en función del tiempo. A partir de estos experimentos, podemos inferir que la variante 
humana no es inhibida en las condiciones aquí ensayadas y, en el caso del ibandronato, lo es levente 
a concentraciones mucho más altas (Figura 4.27). Creemos que sería relevante realizar estas 
experiencias en las condiciones de pre-incubación indicadas por Raman y colaboradores, pero sin 
dejar de considerar que sus resultados demuestran que la incubación suprime la fase de latencia, sin 
afectar el valor de actividad inicial.  
La información aquí obtenida con la variante humana, es sumamente relevante para nuestro 
sistema de estudio y abre las puertas a considerar caminos para que los BPs estudiados den lugar a la 
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generación de buenos inhibidores contra la enzima del parásito. En el Capítulo 3, describimos las 
similitudes y diferencias en cuanto al arreglo cuaternario y terciario de las variantes TcHPRT y 
HsHPRT, en tanto que en el Capítulo 6, luego de considerar la información cristalográfica obtenida, 
retomaremos la información aquí lograda, y realizaremos un detallado estudio de los sitios activos 
involucrados. 
 
Figura 4.27 Actividad de la variante humana frente a BPs. (A) Actividad frente a olpadronato. En el inserto se 
observa el SDS-PAGE de los lisados que sobreexpresan cada una de las variantes utilizadas (M: marcadores de 
peso molecular, dCT: dímero, H6: tetrámero, HsHPRT: variante humana). (B) Actividad en concentraciones 
crecientes de ibandronato. Para simplificar la visualización de los gráficos nos referimos a las variantes TcHPRTH6 
como tetrámero y a la variante TcHPRTdCT como dímero. 
Habiendo caracterizado por primera vez el efecto ejercido por este grupo de BPs sobre la 
actividad HPRT, y conociendo ahora que su influencia sobre la actividad de la variante humana es 
nula o está claramente disminuida, es necesario estudiar el efecto de estas moléculas en su entorno 
celular, ya que es bien sabido que los fenómenos evidenciados sobre una proteína aislada pueden 
diferir mucho, de aquellos ocurridos en su entorno celular. Es por ello que a continuación, en el 
Capítulo 5, nos abocaremos al estudio de los BPs en diferentes tipos celulares y diferentes estadios 
del parásito. 
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Abreviaciones 
BP(s): bisfosfonato(s). 
DMEM/F-12; DMEMs; LIT; MEM: medios de cultivo comerciales para cultivo de células (ver Complementos). 
GI50 o IC50 absoluto: del inglés Growth Inhibition 50 %. Refiere a los ensayos de crecimiento celular y es la 
concentración de droga que inhibe (o permite) el 50 % del crecimiento. 
HAT: hipoxantina, aminopterina y timidina. Inhibidor de la síntesis de novo. 
HU: hidroxiurea 
IC50 relativo: Concentración Inhibitoria 50 %. Refiere a los ensayos sobre la proteína aislada y es la 
concentración de droga a la cual se observa el 50 % del efecto máximo (que no necesariamente es el 100 % 
de la inhibición). 
p96, p24, p6: placas de n pocillos. Utilizadas para crecimiento de células. 
SD: desvío estándar. 
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Capítulo 5 
 
Entorno celular 
 
En el capítulo anterior, ensayamos la capacidad inhibitoria de derivados de bisfosfonatos (BPs) 
sobre la TcHPRTH6 hallando que, en mayor o menor medida, todos los BPs estudiados actúan 
generando un aumento en la actividad enzimática evidente a bajas concentraciones, mientras que, a 
altas, prevalece el efecto inhibitorio.  Estos resultados sugieren que los BPs podrían actuar como 
análogos de sustrato -presumiblemente del PRPP- en el contexto de la enzima, y en base a la 
correlación entre cada estructura y sus diferencias funcionales, servir para un futuro diseño racional 
de drogas que inhiban la proliferación del parásito protozoario, Trypanosoma cruzi. Sumado a lo 
anterior, el olpadronato y el ibandronato mostraron una acción nula o muy disminuida sobre la 
variante humana, lo que resultaría sumamente provechoso a la hora de analizar efectos adversos de 
estas drogas.  
Como se sugirió en el mismo capítulo, una mejor, o al menos complementaria, aproximación al 
efecto de los BPs, se lograría al realizar un análisis cercano a la situación en su entorno celular. Tal 
análisis estaría dado, por el estudio de la capacidad infectiva y de diferenciarse en presencia y 
ausencia de estos compuestos, de las formas infectivas del parásito (tripomastigotes y amastigotes), y 
complementariamente, por la capacidad proliferativa de cultivos, de las formas no infectivas 
(epimastigotes). En ese contexto, abordamos el estudio del efecto de los BPs sobre cultivos del 
parásito, en colaboración con la Dra. Silvia Fernández Villamil, en el Instituto de Investigaciones en 
Ingeniería Genética y Biología Molecular Dr. Héctor N. Torres (INGEBI-CONICET).  
A lo largo de este capítulo, resumiremos entonces, la acción de los BPs sobre el crecimiento de 
la forma no infectiva, epimastigote, y en función de tales resultados, analizaremos el efecto de la 
droga más potente sobre el ciclo celular. Seguidamente, estudiaremos las consecuencias de desafiar 
con estas drogas la progresión de la infección causada por tripomastigotes sobre un modelo de 
infección sobre celulas Vero, establecida a partir de riñón de mono (Chlorocebus sabaeus). 
Estudiaremos también, el desarrollo de la transfección estable de TcHPRT en una línea celular 
proveniente de mieloma de ratón, NS0, ampliamente utilizada para la generación de anticuerpos 
monoclonales en función de su genotipo ΔHPRT. Con esta línea, intentaremos diferenciar el efecto 
sobre la TcHPRT, del efecto provocado en otros blancos moleculares del hospedador. Finalmente, 
analizaremos el procesamiento postraduccional, de la TcHPRT, propuesto en capítulos anteriores.  
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Paralelismo en el mecanismo de acción 
En osteoporosis, el mecanismo de acción de los BPs se encuentra mayormente vinculado a la 
capacidad de inhibir a la enzima farnesil pirofosfato sintasa (FPS). La inhibición de esta enzima 
bloquea la producción de farnesil pirofosfato, llevando a una disminución en su concentración y en 
la del geranildifosfato. Estos isoprenoides son necesarios para la modificación lipídica de ciertas 
enzimas como las GTPasas, lo que se conoce como prenilación y que resulta ser esencial para la 
correcta localización subcelular. Por tanto, los BPs evitan la prenilación de proteínas esenciales para 
sobrevida de los osteoclastos, perjudicando su función y reduciendo su reabsorción (Russell et al., 
2008).  
La FPS es una enzima peroxisomal que se sintetiza en el citoplasma y luego es enviada al 
peroxisoma a través del receptor PTS2 (Nuttall et al., 2012). Por su parte, ha sido reportado que la 
entrada de los BPs al citosol celular es efectuada por endocitosis de fase líquida -también conocida 
como pinocitosis mediada por clatrina-, lo que deja en evidencia que parte de la habilidad de los BPs 
de afectar células, dependería de su capacidad de realizar endocitosis y también de la concentración 
de BPs disponible (Russell, et al., 2008; Thompson et al., 2006). Una vez dentro de la célula, los BPs se 
unirían a la enzima recién sintetizada y serían transportados en conjunto al interior de los 
peroxisomas. Este piggy-back de los BPs ha sido reportado para proteínas que no poseen la señal de 
importación a peroxisomas, pero se cree que logran su localización subcelular a cuestas de otras 
proteínas que sí lo tienen, aprovechando también que los sistemas de transporte PTS1 y PTS2 
permiten la entrada a los peroxisomas de proteínas correctamente plegadas e incluso de oligómeros 
(McNew et al., 1994; McNew et al., 1996). 
En cuanto a la variante de T. cruzi ha sido reportado que también es capaz de realizar 
endocitosis mediada por clatrina (Garzoni et al., 2004; Kalb et al., 2014; Porto-Carreiro et al., 2000), lo 
que podría indicar que los BPs podrían ingresar al interior celular. Asimismo, como se comentó 
anteriormente, la versión tetramérica de la HPRT ingresa vía el receptor PTS1 a los glicosomas. Aquí 
que, los BPs podrían interactuar con la proteína en el citoplasma e ingresar en conjunto al glicosoma 
de forma similar a como se propuso el ingreso en los peroxisomas humanos de la FPS. Sin embargo, 
de ser este el caso, la concentración efectiva de BP dentro del glicosoma sería presumiblemente 
demasiado baja como para lograr el efecto deseado, aunque, desde otro punto de vista, esta 
condición podría ser salvada cuanto más selectivo fuera el BP. Por su parte, tanto la FPS de T. cruzi 
(TcFPS) como otras proteínas del mismo parásito -que también tienen como sustrato o producto el 
PPi-, se localizan al igual que la HPRT, en el glicosoma (Michels et al., 2000), pudiendo sumar a la 
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lista de posibles transportadores que permiten la entrada de los BPs al glicosoma. Es necesario 
mencionar, que las mismas enzimas que transportarían los BPs al interior de la organela, podrían 
ver -y posiblemente vean también- afectada su actividad frente a los BPs (Urbina et al., 1999). En 
particular, se ha estudiado la inhibición frente a BPs de la TcFPS como proteína pura (Montalvetti et 
al., 2001) y se la ha relacionado a su vez, con el efecto antiproliferativo que presentaron algunas de 
estas moléculas -entre las que se encuentran los BPs básicos utilizados en nuestro laboratorio 
(a excepción del lidadronato) y otros, algo más complejos, con semejanza al estado de transición de la 
reacción catalizada por la FSP (Leung et al., 2013).  
Por otra parte, también se ha reportado que los BPs, una vez dentro de los parásitos, se 
localizan en los acidocalcisomas, o también en los reservosomas, organelas vinculadas a la 
endocitosis (Bouzahzah et al., 2005; Garzoni, et al., 2004; Urbina, 2010; Urbina, et al., 1999). Sin 
embargo, no queda claro si una vez en su interior, los BPs podrían salir hacia el citoplasma celular. 
Adicionalmente, ha sido reportado que en la membrana peroxisomal, y en los parásitos, se 
encuentran canales transportadores aniones (Finley et al., 1988; Urbina, 2010), y podría ser válido 
considerar un posible ingreso de estas moléculas a través de estos canales.  En la célula también 
existen transportadores de nucleósidos de purinas, que son capaces de ingresar moléculas como la 
Hx, o sus análogos (Al-Salabi et al., 2005; Antonenkov et al., 2012; Berens et al., 1981; Finley, et al., 
1988). 
Cabe destacar que hasta el momento, si bien se ha considerado al efecto de este grupo de BPs 
sobre la proliferación de T. cruzi, como una consecuencia de la inhibición de varias enzimas del 
organismo, esta sería la primera vez que se lo considera en relación a la HPRT (Urbina, 2010; Urbina, 
et al., 1999). Asimismo, como hemos mencionado anteriormente, nuestro propósito es valernos de los 
diferentes BPs cedidos por Gador-SA, para proponer las características que debería poseer un buen 
inhibidor de la TcHPRT, vinculando la acción con la química de cada molécula, en vistas de un 
futuro diseño racional de drogas selectivas para la TcHPRT.  
Crecimiento de epimastigotes, puesta a punto 
Para llevar adelante la primera etapa del trabajo, utilizamos cultivos de Trypanosoma cruzi 
(linaje CL Brener) en el estadío epimastigote (en fase exponencial de 4 días post-repique) que, 
además de ser una forma no infectiva, es la más fácilmente cultivable. Cada muestra de BP se 
preparó en medio de cultivo LIT, y en una placa de 96 pocillos (p96), se expusieron al tratamiento 
1x107 células por pocillo, realizando por triplicado cada condición (ver detalles experimentales en 
Complementos).  
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A partir de los resultados de inhibición con la proteína aislada (ver Figura 4.15 en Capítulo 4), 
realizamos el diseño experimental, calculando la posible concentración en la que el efecto inhibitorio 
sería la mitad del total observado (una IC50 relativa, o IC50). Cabe destacar que al momento de 
diseñar el experimento, nuestros resultados con la proteína aislada eran sutilmente diferentes a los 
que se presentan en tal Figura, por lo que los valores podrían parecer erróneos; en cualquier caso, 
estos valores estimados de IC50, sólo fueron utilizados como punto de partida, con el único fin de 
definir un criterio a la hora de comenzar los ensayos y, como se verá a lo largo de este capítulo, las 
concentraciones utilizadas fueron modificadas a partir de ese punto.  
 
Figura 5.1. Crecimiento de epimastigotes en presencia de BPs. Se presentan los resultados de la primera 
experiencia en la que se exponen los parásitos a concentraciones crecientes de cada BP. Las barras representan 
el valor promedio del crecimiento referido al control ± desvío estándar (SD), luego de ser expuestos a los 
diferentes BPs por 96 hs. Las concentraciones ensayadas corresponden a las estimadas sobre la proteína aislada 
para: la IC50, 5 y 10 veces ese valor, de cada BP en particular. No se realizó ningún análisis estadístico ya que los 
promedios corresponden a triplicados de un mismo experimento y no a tres experimentos independientes. 
Luego de incubar los parásitos en una estufa a 28 °C, realizamos la determinación del 
crecimiento celular a las 96 hs, por medio del registro de la densidad óptica a 600 nm (DO600). Los 
resultados (Figura 5.1) se expresan como porcentajes de crecimiento, respecto al control (ver detalle en 
Complementos); es necesario mencionar que el resultado es producto de una sola experiencia, por lo 
que, más adelante en este capítulo, continuaremos con el desarrollo experimental a fin de poder 
analizar nuestros datos estadísticamente. En la Figura 5.1, se puede observar una respuesta similar al 
comportamiento de la proteína pura, ya que si bien las concentraciones necesarias para ver efectos 
considerables son diferentes, las relaciones se mantienen y los mejores inhibidores de la proteína 
aislada, parecen ser los mejores inhibidores del crecimiento de los epimastigotes (zoledronato e 
ibandronato). Notablemente, en estas condiciones, altas concentraciones de alendronato y 
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olpadronato logran generar un efecto inhibitorio comparable al observado con ibandronato y 
zoledronato; sin embargo, las concentraciones necesarias para alcanzar tal efecto, son mucho 
mayores para los primeros dos BPs. 
Como mencionamos anteriormente, el objetivo de esta experiencia era lograr una guía para 
plantear las condiciones experimentales. Por lo que, intentando encontrar una concentración mínima 
que logre el efecto máximo, decidimos disminuir la concentración de cada BP, de 10 veces la IC50 
estimada, a 7.5 veces este valor. Por su parte, a fin de encontrar concentraciones que sin ser 
demasiado altas, produzcan un efecto sustancial -sobretodo orientado a alendronato y 
olpadronato- decidimos aumentar la concentración de partida a 2.5 veces la IC50. 
Luego de repetir el experimento en 5 oportunidades diferentes (n=5), realizamos el gráfico que 
presentamos en la Figura 5.2. La representación de los resultados, se realizó como se mencionó 
anteriormente, luego de 96 hs de incubación y relativizando el crecimiento al control. Considerando 
que la presente en la Figura 5.1 no es una muestra estadística, no llama la atención encontrar sutiles 
diferencias en esta nueva experiencia. En líneas generales, zoledronato e ibandronato, se expresan 
como las moléculas más inhibitorias del crecimiento de los cultivos; en tanto que alendronato y 
olpadronato, sólo resultan ser inhibidores considerables a altas concentraciones, y lidadronato y 
pamidronato, no influencian el crecimiento (Figura 5.2).  
En esta oportunidad, debido a la variabilidad entre los replicados, la concentración 0.8 mM de 
zoledronato es la única que resulta ser estadísticamente significativa respecto del control, con un 
p<0.05 (análisis de Bonferroni). Del mismo modo, comparando entre los BPs, las diferencias 
estadísticamente significativas se logran únicamente al analizar el efecto del pamidronato con 
cualquiera de las concentraciones de zoledronato, y con 0.8 y 1.2 mM de ibandronato (p<0.05). Pero 
no es posible analizar con base estadística, el comportamiento de las diferentes condiciones en su 
conjunto. 
 A fin de disminuir, en principio, la variabilidad en el crecimiento del control, decidimos 
reducir la cantidad de células a utilizar, pasando de 1x107 a 1x106, ya que consideramos que la 
primera era una concentración demasiado alta para los 4 días experimentales y el tamaño de placa a 
usar (p96). Asimismo, si bien cada experiencia se realizó a partir de un cultivo en fase exponencial 
(día 4 post-repique), el crecimiento de cada uno es variable, por lo que decidimos realizar un 
seguimiento diario, a partir del cual seleccionar únicamente los conjuntos en los que el control 
presentara una curva de crecimiento normal. 
 
Capítulo 5 
- 122 - 
 
 
Figura 5.2. Crecimiento en presencia de BPs. Se presenta el porcentaje de crecimiento de los epimastigotes, en 
las cocentraciones correspondientes a 2.5; 5; y 7.5 veces la IC50 estimada sobre la proteína aislada. Los valores 
corresponden a un n=5 ± SD. La concentración 0.8 mM de zoledronato es la única que resulta ser 
estadísticamente significativa respecto del control, ( ) p<0.05 (análisis de Bonferroni). Entre los diferentes BPs, 
sólo se logran diferencias estadísticamente significativas al comparar el pamidronato con cualquiera de las 
concentraciones de zoledronato, y con 0.8 y 1.2 mM de ibandronato (p<0.05). 
Por otra parte, y de modo similar a lo analizado en el capítulo anterior, concentraciones muy 
altas de parásitos, pueden saturar la señal de dispersión, en tanto que señales muy bajas pueden 
poseer mucho ruido (que es acentuado en las condiciones en las que las drogas inhiben el 
crecimiento). Es por ello que, dentro de los replicados que superaran los estándares anteriores,  
decidimos trabajar únicamente, con los conjuntos de datos que a las 96 hs presentaran un crecimiento 
del control dentro del rango confiable de 0.4-0.7 unidades de densidad óptica a 600 nm (Figura 5.3, 
experiencias 2 a 12). 
 
Figura 5.3. Crecimiento del control en cada experimento. Se presenta el crecimiento del control a las 96 hs de 
incubación. Sólo se muestran los 14 experimentos en los que los parásitos control presentaron una curva de 
crecimiento normal. Para realizar el análisis final de datos, se utilizaron las experiencias 2 a 12, que son las que 
se encuentran entre los valores de corte, 0.4 y 0.7.  
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Finalmente, luego de realizar los primeros análisis con estos nuevos estándares, decidimos 
ampliar el rango de concentraciones de cada BP a fin de describir mejor la curva de inhibición para 
cada compuesto. Cada concentración a utilizar (ver Figura 5.4) fue definida de forma individual, sin 
poder agruparlas -a diferencia de lo comentado anteriormente- como cantidad de veces la IC50. 
Crecimiento de epimastigotes frente a BPs 
Una vez seleccionadas las muestras a utilizar, analizamos el crecimiento de la manera indicada 
para la Figura 5.2 (relativizando al control), pero representando los valores obtenidos durante las 
96 hs experimentales, y no únicamente a tiempo final (Figura 5.4). De esta manera, los resultados 
permiten estudiar el comportamiento de los cultivos con cada droga, y el control, a lo largo del 
tiempo experimental. Como consecuencia de las modificaciones realizadas, la variabilidad de los 
datos mejoró notablemente, permitiendo realizar, un análisis estadísticamente significativo entre las 
condiciones. Como puede observarse en la Figura 5.4, la curva control presenta un crecimiento 
normal, que es regulado por los BPs. Todas las concentraciones ensayadas, inhiben el crecimiento en 
mayor o menor medida y el efecto final de cada BP, comienza a ser evidente, aunque sutil (y en 
pocos casos, estadísticamente significativo), a partir de las 48 hs. Asimismo, sólo el crecimiento del 
control supera el test estadístico entre cada tiempo ensayado, con un p<0.001 entre las 72 y las 96 hs, 
marcando la evidente diferencia entre las células tratadas y la curva de crecimiento control. 
Al ensayar las concentraciones más altas de zoledronato e ibandronato, se observa un valor de 
crecimiento menor a las 96 hs que a las 72 hs, lo que podría suponer lisis celular. Sin embargo, al no 
ser una diferencia estadísticamente significativa, se la asocia, en ambos casos, al error de la medida 
de DO de un crecimiento bajo. Para simplicar el análisis, a continuación graficamos como hiciéramos 
anteriormente, sólo el crecimiento a las 96 hs (Figura 5.5). Como es posible observar, en líneas 
generales, los resultados nuevamente guardan relación con los observados sobre la proteína aislada. 
El zoledronato resulta ser el mejor inhibidor, con un efecto aún mayor que el del ibandronato -lo que 
sería en parte contradictorio con expuesto en el Capítulo 4-. Sin embargo, un análisis preliminar de la 
acción de los BPs sobre la TcHPRTH6 aislada, a concentraciones de 5 veces la KM estimada para PRPP 
y Hx (mayores que 2.5 veces la KM, ver Figura 4.15), permite inferir que el zoledronato es sutilmente 
superior al ibandronato. Al aumentar la concentración de los sustratos, el efecto inhibitorio en 
general (sobre la enzima pura) es menor, y todos los valores podrían estar alterados; sin embargo, 
aún en estas condiciones, el zoledronato y el ibandronato continúan siendo los BPs de mayor fuerza 
inhibitoria. En consecuencia, los resultados aquí presentados no se alejan de tal interpretación; 
empero, podría suceder que en el contexto biológico (donde las concentraciones efectivas de las 
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moléculas involucradas podrían estar alteradas, en comparación con el alto grado de control que se 
tiene cuando se trata de la enzima aislada), el zoledronato resulte ser un inhibidor más eficiente de la 
enzima, o bien, como veremos más adelante, posea un mayor efecto multitarget. 
 
Figura 5.4. Análisis del crecimiento durante las 96 hs frente a los BPs. Cada columna representa el porcentaje 
de crecimiento ± SD. Se realizaron análisis estadísticos utilizando el  análisis de comparación múltiple de 
Bonferroni; en cada conjunto, (*) p<0.0001, (‡) p<0.001, (#) p<0.01 y  p<0.05. A las 96 hs, todas las muestras 
resultaron ser significativas respecto al control con un p<0.0001 (no se muestra). Los análisis estadísticos a las 
48 y 72 hs, son referidos al control, en tanto que a las 96 hs se realizan las comparaciones indicadas, y los 
valores individuales (sobre cada barra) son referidos a la concentración más alta de cada droga. 
A partir de nuestros resultados, no nos es posible predecir el valor de IC50 relativa de los BPs 
sobre los cultivos de epismastigotes, ya que no logramos evidenciar en ningún caso, una curva de 
inhibición completa. Sin embargo, sí es posible estimar la concentración de cada BP que genera un 
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efecto cercano al 50 % de inhibición del crecimiento en los parásitos (GI50). Para el caso del 
alendronato, el olpadronato y el lidadronato, el efecto observado nunca llega a ser el 50 % en las 
concentraciones ensayadas, por lo que en la Figura 5.5, se indica la mínima concentración con la que 
se alcanza el efecto máximo (en rojo).  
En el caso del lidadronato, el valor medio es similar en todas las concentraciones ensayadas, y 
siempre superior al 59 %. Es interesante notar que en este caso y en el del olpadronato, parecería 
obtenerse el efecto máximo, o un efecto sustancial, con apenas 3 µM de la droga. Esta información, 
vuelve pertinente ensayar concentraciones menores a 80 µM y 12 µM para zoledronato e 
ibandronato, respectivamente (que son las menores concentraciones ensayadas de cada droga).  
En el caso del pamidronato, la GI50 se encuentra alrededor de 2.25 mM, para el zoledronato en 
0.08 mM y, para el ibandronato se trata de 0.12 mM. Sin embargo, debido a la baja significación 
estadística entre los valores consecutivos ensayados, no es posible afirmar que los valores de GI50 
estén correctamente calculados en estos casos (Figura 5.5). Sin embargo, es claro que estos tres, 
resultan ser mejores inhibidores del crecimiento que el grupo anterior, al lograr superar un efecto 
citostático del 50 % en alguna concentración dada.  
 
Figura 5.5. Crecimiento a las 96 hs frente a los BPs. La línea discontinua indica el 50 % del crecimiento y en 
consecuencia, los valores indicados en rojo, marcan la GI50 (para el caso de pamidronato, zoledronato e 
ibandronato) o bien la concentración con la que se consigue el efecto máximo en los casos en los que no se 
alcanza el 50 % de inhibición del crecimiento (alendronato, lidadronato y olpadronato). Cabe destacar, que en 
los casos de lidadronato y olpadronato, los valores surgen del análisis visual de los resultados, pero, como se 
indica en la Figura 5.4, ninguna concentración de estos BPs supera el análisis de Bonferroni con respecto a la 
concentración más alta utilizada en cada conjunto, y por tanto no existe una diferencia estadísticamente 
significativa.  p<0.05, indica que 1.6 de zoledronato ejerce una inhibición del crecimiento estadísticamente 
superior a 3 mM de pamidronato.  
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En líneas generales, la tendencia indica una fuerza inhibitoria de menor a mayor para: 
Lidadronato< (Alendronato/Olpadronato)< Pamidronato< Ibandronato< Zoledronato. Sin embargo, 
el utilizar diferentes concentraciones de cada BP hace que se pierda la importancia del efecto 
inhibitorio de los últimos dos, y es por ello que en la Figura 5.6 simplificamos la presentación de los 
resultados a una sóla concentración de BP.  
Como puede observarse, ante concentraciones similares, la fuerza inhibitoria del ibandronato 
(cercana al 70 %), es prácticamente 1.5 veces superior a la del pamidronato o el olpadronato 
(44-45 %); y la relación es cercana a 2, cuando estos se enfrentan al zoledronato (82 %). Si nos 
remitimos a la Figura 5.5, se puede apreciar que el efecto citostático del zoledronato a 0.8 mM, es 
mayor que el del ibandronato a la misma concentración, aunque no es estadísticamente significativo. 
De la misma manera, tampoco lo es la diferencia de crecimiento a las concentraciones aquí 
analizadas (I 1.2 mM y Z 1.6 mM), por lo que es de esperar que 1.6 mM de ibandronato, ejerza una 
inhibición del crecimiento de los epimastigotes, similar a la que ejerce 1.6 mM de zoledronato, o bien 
algo menor, pero no estadísiticamente significativa. Sin embargo, sería relevante en este caso, 
ensayar concentraciones idénticas de ambas drogas. Finalmente, el lidadronato y el alendronato, 
requieren de una concentración superior (2-2.5 mM) para alcanzar valores de inhibición semejantes 
al pamidronato y el olpadronato (1.5 mM).  
 
 Figura 5.6 Selección de las mejores condiciones de cada inhibidor. Todas las drogas resultan ser 
estadísticamente significativas respecto a (Z) e (I) con p<0.0001 (*), a excepción de (O) que posee un p<0.001 (‡) 
al enfrentarse con (I). La diferencia entre las concentraciones de zoledronato e ibandronato, aquí utilizadas, no 
resultan ser estadísticamente significativas.  
Entendemos que 800 µM o 1.6 mM de droga, aunque alcance un 80 o un 70 % de inhibición del 
crecimiento del parásito, es una concentración excesivamente elevada cuando se piensa en un posible 
tratamiento –en el que los valores de GI50 deberían estar en el rango micromolar o nanomolar. 
Entorno celular 
- 127 - 
 
Analizar estas drogas para su posible  reposicionamiento, podría ser muy ventajoso, ya que en su 
mayoría son de uso probado; sin embargo, como mencionamos en varias oportunidades a lo largo de 
la tesis, nuestro estudio se orienta principalmente hacia la generación de herramientas que en un 
futuro nos permitan realizar un diseño racional de drogas selectivas de TcHPRT. Es por este motivo, 
que la información más relevante de la experiencia sobre los epimastigotes, es para nosotros: (a) la 
correlación en líneas generales de la respuesta inhibitoria sobre el parásito y sobre la proteína 
aislada -lo que es un indicio para pensar que los BPs estudiados, tienen dentro del parásito, un efecto 
sobre la TcHPRT; y (b) dentro de lo anterior, el hecho particular de que el zoledronato y el 
ibandronato son tanto sobre la proteína pura como sobre el parásito, los mejores inhibidores –lo que 
nos permite reafirmar la importancia de la carga positiva en la región donde ocurriría el ataque 
nucleofílico por parte de la Hx. Paralelamente, nuestros resultados también indican que las drogas 
son eficientemente incorporadas en los parásitos, lo que es importante a la hora de considerar la 
multiplicidad de factores que intervendrían en su transporte.   
Por último, retomando lo estudiado en el Capítulo 4, es interesante destacar que el 50 % de la 
inhibición (o IC50 absoluto), se logra con aproximadamente 500 µM de ibandronato o zoledronato 
(ver Figuras 4.15 y 4.16), lo que representa un valor, unas 5 veces mayor al de GI50. Este resultado, es 
un tanto inesperado ya que en principio uno esperaría obtener los menores valores de concentración 
necesaria para la inhibición, sobre la proteína pura. Sin embargo, podría ocurrir que una pequeña 
falta en la actividad HPRT, cause en el parásito una pérdida sustancial de viabilidad; por otro lado, 
como ya se ha indicado, los BPs podrían actuar sobre esta y otras enzimas del parásito, cuya ausencia 
o disminución de actividad en conjunto, genere los efectos observados. Estas visiones, derivan de la 
interpretación del organismo como un sistema complejo, altamente interrelacionado y 
exquisitamente regulado, donde cualquier perturbación afecta en algún grado a todos los demás 
componentes de la red. La teoría del análisis del control metabólico, explica tal observación al suponer 
que en las rutas metabólicas no existe un único paso limitante (como propone la teoría clásica), sino 
que la velocidad de una vía está determinada por el sistema biológico en estudio, donde todas las 
enzimas de la vía, la interacción entre las mismas y sus moduladores para determinado estado 
fisiológico, influyen en la velocidad neta a alcanzar (Cox et al., 2008; Kacser et al., 1995). Será 
interesante retomar este punto, al estudiar la acción de los BPs sobre cultivos del estadío 
tripomastigote, dado que se supone un sistema diferente, si bien relacionado, y cuyo 
comportamiento deberá ser por lo tanto diferente al de la forma epimastigote. 
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 Citometría de flujo 
Una aproximación a la explicación mecanística de la acción de los BPs, puede ser hallada al 
estudiar el ciclo celular del parásito. Siendo la TcHPRT, la enzima esencial para la generación de 
nucleótidos, es de esperar que su inhibición afecte también la síntesis de ADN, y en cuyo caso ocurra 
un arresto del ciclo celular. En la Figura 5.7 se presenta un esquema del ciclo celular, en donde se 
resume que la duplicación del material genético ocurre durante la Fase S del ciclo; en consecuencia, 
durante la Fase G2M -antes de la finalización de la mitosis- el contenido de ADN celular se encuentra 
duplicado en comparación con la Fase G1, lo que nos permite determinar por citometría de flujo, la 
edad celular de la población de estudio.  
El citómetro de flujo, es un equipo similar al especificado para la técnica de dispersión de luz, 
en donde la muestra es incidida por un haz de luz monocromático colimado (láser), y la luz 
dispersada es recibida por detectores dispuestos a diferentes ángulos, de modo de determinar el peso 
molecular y el radio hidrodinámico de la muestra en cuestión. Aquí, la luz dispersada es redirigida 
hacia los sistemas de detección por medio de un conjunto de lentes, brindando información sobre el 
tamaño de las partículas y su complejidad, pero también se incorporan detectores de fluorescencia 
que informan sobre diversos marcadores celulares.  
 
Figura 5.7. Representación esquemática de los cambios en el contenido de ADN durante la progresión del 
ciclo celular. (Izquierda y Centro) La replicación del ADN ocurre exclusivamente en la Fase S, lo que resulta 
en una Fase postreplicativa (G2), en la que la célula posee el doble del contenido de ADN original. Luego de 
completar la mitosis (M), se generan dos células hijas que contienen la mitad del contenido de ADN (G1). Las 
células pueden permanecer quiescentes, entrando en Fase G0, o bien pueden reiniciar el ciclo celular. (Derecha) 
Es posible distinguir células que se encuentran en las Fases G1, S y G2M basándonos en diferencias en su 
contenido de ADN. La flecha indica el contenido de ADN de posibles células apoptóticas. Modificado de 
Darzynkiewicz y colaboradores (Darzynkiewicz et al., 2010). 
 
En citometría de flujo, los láseres utilizados generalmente rondan los 488-633 nm, y dado que 
los parásitos miden algunos micrómetros, no se comportan frente al haz de luz como partículas 
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puntuales. Esta particularidad, deriva en que las células dispersen luz de forma diferente en cada 
ángulo, lo que genera interferencias destructivas en el total de luz detectada en cada uno. Solo en el 
ángulo cero no existen estas interferencias, y es allí donde se podría realizar la determinación sin 
realizar correcciones de ángulo. Sin embargo, al igual que en el equipo de dispersión de luz, utilizado 
en el Capítulo 2, en el citómetro de flujo no es posible medir la dispersión de luz en el ángulo 
incidente (ya que se trata de la misma longitud de onda que el láser y las señales no se logran 
discriminar), en su lugar, en los dispositivos se emplea un detector ubicado en el rango de 2-10° que 
permite realizar la detección prácticamente como si fuera en el ángulo incidente. La luz dispersada 
en este ángulo se denomina forward scatter (FSC), y su magnitud es aproximadamente proporcional al 
tamaño de la célula, lo que nos permite analizar la existencia de más de una población en la muestra 
(Darzynkiewicz, et al., 2010; Díaz martínez et al., 2011). 
El detector ubicado generalmente a 90°, también llamado detector lateral, recoge los datos 
conocidos como side scatter (SSC) que brindan información sobre la complejidad celular -la cantidad 
de gránulos, la forma del núcleo, o la rugosidad de la membrana plasmática-. Analizando este 
ángulo en particular, se observa que las poblaciones de complejidad homogénea generan un único 
pico de dispersión, en tanto que aquellas poblaciones con células diferentes, generan tantos picos 
como variedad de células haya en la población.   
Sumando las dos características mencionadas, es sencillo comprender cómo es posible utilizar 
la citometría de flujo para distinguir dentro de una población de células con mayor o menor tamaño, 
y también discriminar en función de la complejidad celular (y en muchos casos, ambas características 
a la vez, ya que células del mismo tamaño pueden tener complejidades diferentes). En el contexto de 
los epimastigotes, utilizamos esta herramienta para seleccionar las células con las que trabajar. Como 
nuestra intención es determinar las fases del ciclo celular, mediante el análisis del contenido de ADN, 
sería conveniente poder discriminar o excluir del ajuste, aquellas células que, ya divididas, hayan 
pasado juntas por el detector. Por el contrario, estaríamos sobreestimando la población en 
Fase G2M -a menos que analicemos el tamaño celular y determinemos que se trata de una célula 
demasiado grande, posiblemente ocultando dos células en Fase G1-. Para realizar esta selección, 
recurrimos al gráfico de los valores de SSC en función de los valores de FSC, a partir del cual se 
obtiene una distribución de puntos en el margen inferior izquierdo, correspondiente a células de 
tamaño y complejidad dentro de los parámetros normales; en tanto que en el margen superior 
derecho, se encuentran las células del ejemplo citado. Como puede verse en la Figura 5.8, la mayoría 
de las células en el cultivo (80.1 %) se encuentran dentro de los parámetros considerados normales, y 
esta distribución es la que prevalece entre las diferentes muestras tratadas (ver más adelante). 
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Figura 5.8. Tamaño y complejidad celular. Se muestra la distribución correspondiente a un cultivo control. 
FSC, es la señal que da cuenta del tamaño celular, en tanto que SSC se refiere a la complejidad. Se seleccionó 
para el análisis posterior, el conjunto de células que quedan dentro del polígono y que representan un 80.1 % 
del total. 
El siguiente parámetro que se puede analizar con un citómetro de flujo, es la fluorescencia. Este 
detector, al igual que el SSC, colecta información a 90°, pero en vez de colectar información a la 
misma longitud de onda que el haz incidente -lo que hace el SSC-, lo realiza a la longitud de onda en 
la que emite el fluoróforo (una cercana al máximo). En nuestro caso, el fluoróforo elegido es el 
yoduro de propidio (IP), un intercalante de bases sin selectividad de secuencia. En solución, el IP 
posee su máximo de excitación a 493 nm, y su máximo de emisión a 636 nm; en tanto que al unirse al 
ADN, no sólo aumenta la intensidad de fluorescencia emitida, sino que ambos picos se acercan entre 
sí, generando el máximo de excitación en 535 nm y el de emisión a 617 nm. Asimismo, el IP es 
impermeable en células vivas -o automáticamente expulsado-, motivo por el cual debe ser aplicado 
sobre células permeabilizadas o fijadas; por este motivo, decidimos fijar nuestros parásitos con 
etanol 70 %, frío.  
Análisis del ciclo celular 
En principio, realizamos una incubación de 4 días en  presencia de 1.6 mM de zoledronato, y 
seguidamente determinamos las poblaciones mediante citometría de flujo (Figura 5.9). Nuestros 
resultados muestran una diferencia en la cantidad de células en las tres fases del ciclo, entre el cultivo 
control y el expuesto a la droga (Figura 5.9C). Es posible que esta diferencia, radique en la dificultad 
de completar el ciclo celular por parte de las células en presencia de zoledronato, lo que podría 
indicar que la droga actúa sobre enzimas relacionadas a la síntesis de ADN. Sin embargo, como 
puede observarse en la Figura, el efecto de sincronización no es tan marcado, lo que puede deberse a 
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la utilización de un cultivo no arrestado como muestra de partida, que tiene aumentada la señal de la 
población celular asincrónica diluyendo la observación de aquellas que están siendo sincronizadas.  
Teniendo en cuenta estas observaciones, decidimos partir de un cultivo previamente 
sincronizado con hidroxiurea (HU) -un inhibidor de la síntesis de ADN, debido a la inhibición de la 
ribonucleósido difosfato reductasa-, y realizar la incubación con zoledronato, a partir del momento 
en el que se retira la droga. Por su parte, decidimos exponer las células a 0.8 mM de zoledronato, 
luego de considerar que las células presentes en el experimento anterior (en 1.6 mM de la droga), 
presentaban una morfología circular y no una ahusada, como es propio de epimastigotes saludables. 
 
Figura 5.9. Edad celular de poblaciones no sincronizadas. En todos los casos se indica el porcentaje de células 
en cada fase del ciclo. (A) Muestra control de epimastigotes; Ca y Cb, indican duplicados del experimento. (B) 
Epimastigotes expuestos durante cuatro días a 1.6 mM de zoledronato; Za y Zb, indican duplicados de la 
experiencia. (C) Superposición de Ca y Za, como ejemplos de cada población.   
Para llevar adelante la experiencia, incubamos un cultivo de epimastigotes en fase exponencial 
por 24 hs con 20 mM de HU, a fin de sincronizar las células. Una vez retirada la HU, resuspendimos 
los parásitos en medio LIT en presencia o ausencia de zoledronato 0.8 mM, y continuamos con la 
incubación, colectando muestras a cada hora en los intervalos 0-7 y 14-21 hs. Cada muestra colectada, 
fue fijada en etanol 70 % por 24 hs, y a continuación resuspendida en la solución de tinción con IP 
(ver en Complementos el detalle experimental).  
A continuación, procedimos al análisis de los datos con el software FlowJo X10 (FlowJo, 1997).  
En primer lugar, a partir de los 10000 eventos colectados por el equipo, seleccionamos la población a 
utilizar asegurándonos de que la misma se trate de células con el tamaño y la complejidad esperada 
(Figura 5.8). Esta selección permanece inmóvil a lo largo de todo el análisis, y es la misma para todas 
las muestras. Seguidamente, definimos sobre el histograma a tiempo cero del control, las 
fases G1, S y G2M, que también permanecerán inmóviles en toda la experiencia (Figura 5.10, 
segmentos horizontales sobre los histogramas). Finalmente, realizamos la superposición de los 
histogramas pertenecientes al control y al tratamiento con zoledronato de cada hora y comparamos 
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los porcentajes de epimastigotes en cada fase del ciclo celular. Cabe aclarar que el experimento de la 
Figura 5.10 fue realizado por duplicado, con resultados similares en ambos casos y que, por 
simplicidad en su evaluación, aquí sólo presentamos uno de ellos.  
Al comparar los resultados de la Figura 5.9C, con un control arrestado de la Figura 5.10 
(paneles 0 a 3 hs), podemos observar las diferencias entre una población asincrónica y una población 
sincronizada. En un cultivo sincronizado, las células se encuentran principalmente en fase G1, el valle 
de la región S es muy marcado y son muy pocas células las que están en fase G2M. Por su parte, las 
células no sincronizadas, presentan repartida su población prácticamente en similares 
proporciones entre las tres fases del ciclo, y el número de células en fase S, se ve aumentado con 
respecto al cultivo sincronizado.  
Como puede verse en la Figura 5.10, los epimastigotes control (en rojo) parecen abandonar la 
fase G1 entre las horas 4-5, permaneciendo en fase S, al menos hasta las 7 hs post-salida del arresto.  
A las 14 hs, el cultivo se encuentra mayormente en G2M, comenzando a reiniciar el ciclo, como lo 
indica la presencia de unas pocas células en G1. Entre las 16 y 21 horas, se observa que el control 
retorna a fase G1 y el número de células en G2M, se reduce significativamente. Todas estas 
observaciones, concuerdan con lo reportado para un cultivo control de T. cruzi, saliendo del arresto 
causado por HU (Potenza et al., 2012). Es de esperar que luego de un ciclo, las células pierdan su 
sincronización, motivo por el cual, no se continúa con el análisis.  
En las primeras horas del ciclo (0-14 hs), no parece detectarse diferencias significativas entre el 
control y las células tratadas, aunque es posible observar un sutil desfasaje entre las 6 y 14 horas, que 
indicaría un leve retraso en el ciclo de las células en presencia de zoledronato. En el período siguiente 
(16-21 hs), los resultados muestran un claro desfasaje entre los porcentajes en cada fase del ciclo del 
cultivo control, y los del cultivo tratado (color celeste). Como puede observarse, las células expuestas 
a la droga requieren de una mayor cantidad de horas para alcanzar nuevamente su pico máximo en 
fase G1. Es interesante notar, que las células no sincronizadas en presencia de zoledronato de la 
Figura 5.9, presentan un aspecto comparable al de un cultivo a las 20 hs post-salida del arresto 
(también en presencia de la droga), con una fase G2M aumentada, y fase  G1 disminuida, respecto a 
cada control (ver Figura 5.10, panel inferior derecho).  En este sentido también se puede observar, que 
las células en presencia de zoledronato (panel inferior derecho, histograma celeste) presentan en 
cuanto a la fase S, un valle intermedio entre el cultivo a las 20 hs presencia de zoledronato 0.8 mM 
(histograma gris) y el cultivo control sin sincronizar (histograma rojo). Estas observaciones, en 
conjunto, denotan la dificultad para atravesar el ciclo celular, del cultivo no sincronizado expuesto a 
la droga. 
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Figura 5.10. Fases del ciclo celular en presencia y ausencia de zoledronato. Se indica el porcentaje de 
epimastigotes en cada fase del ciclo celular y los histogramas pertenecientes al control, en color rojo; en tanto 
que los correspondientes a la presencia de zoledronato aparecen en celeste. En el panel inferior derecho, se 
muestra la superposición de los histogramas del panel C de la Figura 5.9, y el histograma Z20. 
En líneas generales, las observaciones aquí realizadas podrían dar cuenta de una real 
incidencia del zoledronato sobre los procesos involucrados en el ciclo; de ser el caso, esta podría ser 
la primera evidencia firme de que un BP ejerce su efecto selectivamente sobre la TcHPRT, o sobre 
enzimas relacionadas con el ciclo celular. 
Diferenciación y proliferación de la forma infectiva 
Continuando con el análisis del efecto de los BPs, decidimos ensayar las consecuencias que 
genera su presencia, sobre la progresión de la infección. Para ello, en p96, sembramos 1x104 células 
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Vero (establecidas a partir del epitelio de riñón de mono) y al cabo de 24 hs, realizamos la infección 
en la monocapa resultante con tripomastigotes (MOI 10:1). Una vez establecida la infección, 
eliminamos los tripomastigotes sobrantes e incubamos en medio de cultivo MEM en presencia o 
ausencia de los BPs. 
Para realizar la infección, utilizamos parásitos que sobre-expresan la beta-galactosidasa (β-gal), 
por lo que luego de una incubación de 96 hs, estimamos la progresión del ciclo de infección 
(replicación de amastigotes y diferenciación al estado tripomastigote) por medio del ensayo 
enzimático (ver en Complementos detalles experimentales). Cabe destacar, que la inspección visual al 
microscopio de estos pocillos es fundamental, ya que en los casos en los que los parásitos se liberen 
al medio, la actividad β-gal será subestimada –ya que los parásitos liberados se descartarán al 
realizar el recambio de medio-. Con esta consideración, es necesario, realizar el ensayo de β-gal, en 
un estadío no muy avanzado de la infección, procurando evitar la lisis celular. Paralelamente, 
monitoreamos al microscopio óptico, el estado de las células Vero en las diferentes condiciones, y 
seguidamente, realizamos sobre estas células el ensayo de Alamar blue, que estima la proporción de 
células metabólicamente activas. En una célula dañada la infección no prolifera, por lo que evaluar la 
citotoxicidad de los inhibidores sobre la línea celular, es necesario como método de validación del 
modelo utilizado. En este sentido, para evitar conclusiones erróneas, las concentraciones de BPs que 
no sean tóxicas (o cuya toxicidad sea menor al 30 %) serán aquellas consideradas para evaluar el 
efecto de los BPs sobre el ciclo vital de los parásitos.  
En la Figura 5.11, se presentan los resultados de ambos ensayos para cada BP. Cabe destacar, 
que el trabajo manual sobre las formas infectivas del parásito fue realizado únicamente por operarios 
expertos. En este caso, aumentar el número de réplicas no es tarea sencilla, ya que para obtener la 
muestra de partida se precisa contar con la línea celular saludable, realizar eficientemente la 
infección con los parásitos transformados de modo que expresen la β-gal; y, al cabo de 96 horas, 
observarlos al microscopio y realizar el ensayo enzimático y el de alamar, a fin de contar con un valor 
más representativo que la inspección visual. Por tal motivo, a diferencia de lo realizado sobre los 
epimastigotes, en este caso el análisis de los resultados, se realiza calculando el porcentaje de señal 
respecto al control para cada replicado, y a continuación se calcula el promedio de los porcentajes 
(perdiendo de esta manera la dispersión correspondiente al control).  
Nuestros resultados indican que la mayoría de las concentraciones ensayadas sobre los 
epimastigotes, son demasiado tóxicas para la línea celular Vero. Esta información, no es 
sorprendente dado que, como ya hemos mencionado, las concentraciones utilizadas son ciertamente 
altas. Sin embargo, al ensayar concentraciones menores que no resultaran tóxicas para la línea 
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celular, obtuvimos resultados igualmente interesantes. Cabe destacar, que decidimos reducir el 
número de BPs a estudiar, por lo que excluimos del análisis el pamidronato y el olpadronato, ya que 
fueron los que en las primeras experiencias no superaron el ensayo de alamar blue. 
En primer lugar, una concentración de 0.05 mM el zoledronato, una concentración menor a la 
que genera el 50 % de inhibición sobre los epimastigotes, se encuentra en el límite de lo aceptado 
para el ensayo de alamar. Sin embargo, es necesario aclarar que es posible que supere el estándar, al 
aumentar el número de replicados, y también es cierto que el corte en el 70 % de viabilidad, aunque 
basado en experiencias anteriores con los parásitos, es un tanto arbitrario; de hecho, en una condición 
en la que la sobrevida de las células Vero es del 60 %, los parásitos pueden desarrollarse 
perfectamente (ver 2 mM de lidadronato). De todas formas, continuaremos utilizando el corte elegido, 
porque asegura el bienestar general de la línea celular.  
En esta misma concentración (0.05 mM de zoledronato), se logra una gran inhibición del 
crecimiento de los tripomastigotes (y amastigotes), ya que sólo un 26 % de los parásitos son capaces 
de proliferar. Una concentración menor -que no altera la viabilidad de la línea celular-, 0.01 mM, 
permite el crecimiento del 37 % de las formas infectivas, lo que también es promisorio. Considerando 
estos resultados, es sorprendente que las células Vero toleren una concentración de 0.15 mM de 
ibandronato, y que con esta concentración se obtenga un valor de crecimiento del parásito de 48 %, 
similar a lo que se obtiene sobre los epimastigotes con 0.12 mM de esta droga. Es también interesante 
notar, que 0.5 mM -una concentración 10 veces mayor que la de zoledronato-, se encuentra en límite 
de lo bien aceptado por las células, aunque esto no sucede más allá de este punto. Considerando este 
escenario, el comportamiento de la infección, similar tanto sobre tripomastigotes como sobre 
epimastigotes, en presencia de 0.5 mM de ibandronato (65-70 % de inhibición), lo convierte en un 
gran inhibidor.  
De modo similar al comportamiento sobre epimastigotes, el lidadronato, no resulta ser tóxico 
para las células Vero en prácticamente ninguna de las concentraciones ensayadas, presentando 
solamente cierta citotoxicidad a 2 mM, como mencionamos anteriormente. Sin embargo, es también, 
bien tolerado por los parásitos en todo el rango de concentraciones ensayadas. El alendronato, en 
cambio, es el BP más sorprendente en este ensayo, ya que a muy bajas concentraciones (0.025 mM), 
resulta ser altamente tóxico para las células Vero, y en 5 µM -cuando es tolerado por la línea-, 
produce una significativa inhibición del ciclo del parásito, cercana al 43 %. De todos modos, a los 
fines de seleccionar un buen inhibidor, estas concentraciones no son útiles, ya que con 0.025 mM, la 
mortalidad de las células Vero, impiden el análisis de los datos y la progresión de la infección a 5 µM 
(57 %) es demasiado alta en comparación con los resultados para zoledronato e ibandronato. 
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Figura 5.11. Inhibición de proliferación y diferenciación en la célula hospedadora. (Derecha) Viabilidad de 
las células Vero en cada condición. Se estimó el estado metabólico de las células por medio del ensayo de 
alamar blue, que aumenta su fluorescencia una vez reducido (excitación 530 nm, emisión 590 nm). (Izquierda) 
Como parámetro de la progresión de la infección, se estima la actividad β-gal presente en cada condición, como 
el aumento de absorbancia a 420 nm al hidrolizar o-nitrofenil-β-D-galactopiranósido (ONPG). En cada gráfico 
se indica el punto de corte, un buen inhibidor, es aquel que se encuentra por encima de la línea en el ensayo 
sobre las Vero, y por debajo en el de los parásitos. 
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Considerando estos resultados, realizamos una aproximación al índice de selectividad (SI), que 
relaciona la GI50 de las células Vero, con la GI50 de las formas infectivas (Tabla 5.1). De esta manera, 
los BPs con mayor SI, serán considerados los mejores inhibidores de la infección. Cabe destacar, que 
en base a nuestros resultados, no es posible calcular en ninguno de los casos, los valores de IG50 con 
exactitud, por lo que los utilizados, son valores estimados. Por otra parte, el ensayo para determinar 
la progresión de la infección, si bien distingue en cantidad de células, no lo hace entre amastigotes y 
tripomastigotes, por lo que un mismo valor podría significar estadios de la infección, diferentes. 
Atendiendo estas salvedades, podemos observar, tal como habíamos interpretado anteriormente, 
potencias inhibitorias correspondientes a (L/A)< I< Z. 
Tabla 5.1. Cálulo del SI. 
 
Como consideraciones finales, podemos observar que los BPs logran atravesar la membrana de 
las células Vero, y posiblemente también la de los parásitos, alcanzando con relativa eficiencia su 
molécula (o moléculas) blanco. A su vez, sobre un modelo de infección, se logran obtener valores de 
inhibición del orden micromolar, lo que es esperado para buenos compuestos inhibidores. 
Nuevamente, los mejores inhibihibidores de la proteína aislada, y de la proliferación de cultivos de 
epimastigotes, resultan ser los mejores inhibidores de la progresión de la infección. En suma, es 
posible hipotetizar, que estos tres fenómenos, se encuentren interrelacionados, y que la relación, sea 
la TcHPRT. 
TcHPRT en un entorno celular: línea NS0 
Como se mencionó en el Capítulo 4, la función de los BPs ha sido ampliamente caracterizada 
en torno a otras proteínas humanas y del parásito, entendiendo su acción como respuesta a un 
conjunto de fenómenos, sin selectividad por ninguna proteína. Las diferencias observadas en cuanto 
a la potencia inhibitoria de los BPs entre los cultivos de tripomastigotes y epimastigotes, podrían 
estar relacionadas con esta característica, ejerciendo particularmente su acción sobre algún 
componente presente en los primeros, pero ausente en los segundos, y la misma interpretación 
podría hacerse considerando las células Vero. De ser esto así, tal componente, no sería el mismo 
blanco de las diferentes drogas; pero esto no significa que, por ejemplo, el zoledronato no tenga 
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efecto sobre la TcHPRT endógena, sino que tal vez, el efecto multitarget, sea mayor para esta droga, 
que el del ibandronato.  
A su vez, es interesante notar lo que sucede con la línea celular Vero: estas células 
posiblemente posean una variante de la enzima, pero no sabemos, si tal versión es susceptible a la 
acción de los BPs. En el Capítulo 4, hemos mostrado que la variante humana no lo es, aunque 
anteriormente en este capítulo, hemos mencionado que su efecto ha sido mayormente caracterizado 
sobre la FPS humana (y del parásito). A estas alturas, es claro que el efecto de cualquier droga es 
dependiente del entorno celular y que cada sistema puede reaccionar de forma diferente. 
Dependiendo de la droga y su concentración, podría suceder también que un futuro compuesto 
citostático, tenga efectos secundarios no deseados sobre células humanas, por lo que contar con una 
herramienta que nos permita evaluar en un contexto celular, el efecto de las drogas selectivamente 
sobre nuestra proteína de interés, resulta de la mayor relevancia. Como se introdujo en el Capítulo 1, 
es de esperar que cada órgano tenga su propio perfil proteico, y por tanto no sea igualmente sensible 
a las drogas. Por lo que tampoco sería suficiente con un único modelo. 
En este contexto, en colaboración con el Dr. Alejandro Ferrari (IQUIFIB, UBA-CONICET), 
diseñamos una estrategia experimental capaz de ayudarnos a comprender cuán selectivo es el efecto 
que tienen los BPs por diferentes variantes de la HPRT, cuando éstas se encuentran en un entorno 
celular murino. Esperamos también, que esta herramienta nos sirva para estudiar futuras drogas 
diseñadas con el mismo fin.  
La línea celular de mieloma murino, NS0, es una línea establecida a partir de células 
plasmáticas de ratón, que es la fase final en la diferenciación de los linfocitos B. Esta línea ha sido 
ampliamente utilizada para la generación de anticuerpos monoclonales, debido a que no es secretora 
de inmunoglobulinas, y a su deficiencia en HPRT -aunque sobrevive en cultivo, debido a su 
capacidad de realizar síntesis de novo de purinas-. Los linfocitos B, exhiben baja viabilidad en cultivo, 
por lo que una vez obtenidos del bazo de un ratón inmunizado, se fusionan con células de mieloma 
como las NS0. Para seleccionar los hibridomas, se somete la mezcla a un medio de cultivo en 
presencia del cóctel, hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT), que bloquea la síntesis de novo, que 
permite la sobrevida en cultivo sólo de aquellas células que una vez fusionadas, hayan recobrado la 
función HPRT (Barnes et al., 2000; Galfré et al., 1975; Köhler et al., 1975; Lodish et al., 2002). 
En nuestro sistema de trabajo, nos valemos de la línea NS0 para estudiar los BPs en un entorno 
celular, con y sin HPRTs suplementadas a las células mediante transfección. A su vez, utilizando el 
medio HAT, las células dependen de la expresión de HPRTs recombinantes -y funcionales- para 
sobrevivir y por tanto, su viabilidad frente a una incubación con los BPs en presencia de HAT, 
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servirá para analizar el efecto directo de los BPs sobre la enzima. En líneas generales, esperamos que 
las células transfectadas y sin transfectar, se desarrollen normalmente en medio de cultivo; por su 
parte, en presencia de HAT, la viabilidad de las células control, debe disminuir, en tanto que no 
debería verse mayormente afectada la viabilidad de las células que expresen HPRTs recombinantes. 
En presencia de BPs, ambos tipos celulares deberían sobrevivir o comportarse de modo similar, ya 
que las células transfectadas, volverían fenotípicamente a comportarse como ΔHPRT (en el caso 
extremo). Finalmente, y a diferencia con el caso anterior, en presencia de HAT y BPs, las células 
transfectadas deberían ver su viabilidad disminuida, ya que, no podrían realizar síntesis de novo y 
(nuevamente refiriéndonos al caso extremo), tampoco tendrían activa su función HPRT. 
Estos valores pueden modificarse según el BP a analizar y también dependiendo de la enzima 
transfectada, ya que, TcHPRTdCT -el dímero, más activo y más sensible a los BPs- podría tener una 
respuesta diferente a la TcHPRT -el tetrámero-, y éstas a su vez, comportarse de forma diferente a un 
conjunto de células transfectadas con la variante humana -mucho menos sensible a los BPs-, o con la 
de otro parásito.  
 Primeros pasos 
El primer paso de esta tarea, fue realizar las construcciones para transfectar la línea celular. 
Para ello, utilizamos partimos de pET22B::TcHPRT y pET22B::TcHPRTdCT, y continuando con la 
estrategia resumida en Complementos, subclonamos las secuencias codificantes en el plásmido 
pIRES2-EGFP, que tiene resistencia a kanamicina para la selección en procariotas, y neomicina (G418) 
para la selección en eucariotas. A su vez, con este plásmido se genera un RNAm bicistrónico en el 
que se codifica primero la proteína de interés y luego una versión evolucionada de la GFP (no 
fusionadas), permitiendo así seleccionar las células transfectadas por dos mecanismos diferentes: 
resistencia a G418 y fluorescencia. Por su parte, cabe destacar que la variante TcHPRT fue clonada 
excluyendo el tripéptido final, que en estas células la enviaría a peroxisoma; de esta manera, ambas 
variantes y la GFP, se expresarán de forma citoplasmática. 
Una vez obtenidas las construcciones, iniciamos el proceso de transfección de las células. Si 
bien los métodos de transformación de células bacterianas, se incluyen en la sección Complementos, 
la transfección de una línea celular es un trabajo algo más complejo que requiere de una puesta a 
punto particular para cada línea de interés. Sumado al hecho de que en nuestro laboratorio no 
contábamos con experiencia previa en el tema, decidimos que el trabajo llevado a cabo merecía un 
lugar en el cuerpo de esta Tesis.  
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Electroporación de NS0 
Como primera estrategia, realizamos la transfección vía electroporación, que es un método 
mucho más económico que el que utiliza agentes lipídicos. Dado que en nuestro laboratorio, la 
técnica de electroporación solo tenía antecedentes en relación a bacterias, debimos optimizar las 
condiciones de electroporación, variando la cantidad de células, el medio, los pulsos, el voltaje, y los 
tiempos de incubación. Finalmente, combinando protocolos disponibles de bibliografía relacionada, 
con experiencia personal en la línea NS0 (Hartman et al., 2007; Liang et al., 2015; Longo et al., 2013; 
Potter et al., 2010), ensayamos una curva de voltaje a 0.2 v, 0.4 v, 0.8 v, 1 v, 1.2 v y 1.4 v, sobre 
3x106 células (ver en Complementos el detalle experimental). Con este experimento, logramos determinar 
que en la medida en la que se aumenta el voltaje, se reduce la viabilidad celular, siendo 0.2 v y 0.4 v, 
las mejores condiciones de electroporación, en tanto que voltajes de, o mayores a 1 v, destruyen las 
muestras biológicas (e inutilizan las cubetas). A pesar de obtener porcentajes superiores al 40 % de 
células vivas luego del proceso, y de haber evidenciado células expresando GFP, con este método no 
logramos obtener clones, por lo que finalmente, decidimos pasar al sistema químico, lipofectamina 
(Invitrogen). 
Transfección con Lipofectamina 
En el año 2010, Shabani y colaboradores, determinaron que dentro de los métodos químicos, el 
mejor agente para la transfección de la línea NS0 es la lipofectamina. Se trata de un sistema de lípidos 
catiónicos que generan liposomas en torno a las moléculas de ADN. Estos complejos 
ADN:lipofectamina son internalizados a través de endocitosis mediada por clatrina, y una vez dentro 
de la célula, los endosomas se desintegran, liberando el ADN al citoplasma (Shabani et al., 2010).  
Antes de iniciar las transfecciones, determinamos las concentraciones de G418 necesarias para 
la selección y el mantenimiento de los clones logrados. Para ello, realizamos un ensayo de 7 días, en 
los que incubamos células inicialmente al 80 % de confluencia en p24, con concentraciones crecientes 
de G418 (Figura 5.12). A partir de allí, definimos la concentración de selección como aquella que 
permite el crecimiento de aproximadamente el 50 % de las células (350 µg.ml-1), y la concentración de 
mantenimiento como aquella que permite el crecimiento de aproximadamente, el 70 % de las células 
(200 µg.ml-1). 
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Figura 5.12. Concentraciones de G418, de selección y mantenimiento. Se realiza el recuento de células vivas y 
muertas con cámara de Neubauer; a continuación se calcula la relación vivas:totales, y se expresa en porcentaje.  
El día previo a la transfección preparamos las células que serían luego tratadas, sembrando 
300.000 células por pocillo en p24, con un volumen final de 500 μl de DMEM/F12. Luego de una 
incubación de 16 hs a 37 ºC y 5% CO2, y con el fin de determinar las condiciones óptimas de 
transfección, realizamos los ensayos con el plásmido pIRES vacío (para además tener un control, con 
resistencia a G418 y expresión de GFP sin HPRT).  
Decidimos realizar pruebas, variando la relación lípido:ADN y el tiempo de exposición, por lo 
que ensayamos las relaciones 5:1, 3.5:1, 2.5:1 y 1.25:1 (lipofectamina:ADN) por un período de 
5 o 16 hs; y a continuación, realizamos una incubación de 48 hs en medio fresco, al término de las 
cuales lo remplazamos por medio con G418 en concentración de selección. Pasados 5 días, 
transferimos las células a p6, en volúmenes de 2 ml. La determinación de la mejor condición de 
transfeccción, la realizamos en función de la expresión de GFP, observando la fluorescencia de 
alícuotas de estas células (Figura 5.13); y posteriormente, visualizando la formación de clones. En 
ambos casos, llegamos a la conclusión, de que el método más eficiente es la incubación por 16 hs, en 
una relación lípido:ADN de 3.5:1. 
En la Figura 5.13, es interesante notar, que el estado general del cultivo incubado por 5 hs con 
lipofectamina, es claramente más saludable que el incubado por 16 hs. Sin embargo, las células que 
expresan GFP parecen ser saludables en ambos casos, por lo que suponemos esta respuesta, como un 
proceso conjunto de la incubación con lipofectamina y G418, aunque -en menor medida-, también 
podría tener relación con el proceso de resuspensión celular. 
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Figura 5.13. Condiciones de transfección. En ambos casos se presenta, hacia la izquierda, una visualización del 
campo claro; en el centro, el canal verde (fluorescencia de GFP); y a la derecha, la superposición de ambos. 
(Arriba) Relación 3.5:1, incubada por 5 hs. (Abajo) Relación 3.5;1, incubada por 16 hs. Visualización con 
objetivo de 40X, 5 días después del agregado del agente selector al medio de cultivo.  
Una vez en la placa de 6 pocillos, incubamos por 24 hs en DMEMs antes de agregar G418 en 
concentración de mantenimiento, para evitar un estrés mayor en las células. Al cabo de 20 días, 
observamos que la mayoría de las células habían muerto y sólo se encontraban creciendo, grupos de 
islas, que presumiblemente habían incorporado el plásmido. Estos clones fueron 
resuspendidos -disgregándolos, a su vez- y traspasados a p24, donde se desarrollaron. 
Transfección de las variantes de HPRT 
Seguidamente, procedimos a la transfección de las construcciones TcHPRT y TcHPRTdCT, 
repitiendo el mismo protocolo que para el plásmido vacío, pero utilizando únicamente la 
condición 3.5:1 por  16 hs (ver en Complementos detalles experimentales). Como puede verse en los 
paneles A y B de la Figura 5.14, al cabo de 20 días, los clones son claramente visibles, en tanto que el 
resto de las células que no incorporaron las construcciones y no poseen resistencia a G418, han 
muerto.  Una vez en este punto, es conveniente analizar su tamaño antes de aislarlos, para 
asegurarnos que se han establecido y para que la cantidad de células sea alta -ya que a su vez, esta 
línea no crece fácilmente a partir de células aisladas-.  
Una vez que alcanzaron el tamaño adecuado, aislamos los clones traspasando cada uno a un 
pocillo diferente de una p24. En esta nueva placa, los incubamos por el lapso de 15 días, con G418 de 
mantenimiento, antes de realizar las determinaciones finales. En la Figura 5.14C se observa cómo al 
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cabo de este período de tiempo, las células se desarrollan normalmente, incluso en presencia de 
G418.  
Antes de continuar, los pocillos de cada una de las construcciones y el plásmido vacío, que más 
expresión de GFP presentaban, se expandieron y finalmente congelaron. Cabe destacar que, al 
realizar la inspección al microscopio de fluorescencia para seleccionar los mejores clones, el 
porcentaje de células expresando al máximo GFP -células con verde muy brillante- difícilmente 
lograba ser superior al 40 %, por lo que, es de esperar que no todas las células almacenadas expresen 
HPRTs (o contengan el plásmido vacío) de forma homogénea. Esta observación, no es sorprendente, 
ya que incluso perteneciendo a un mismo clon, no todas las células se comportan de igual manera, ni 
expresan la misma cantidad de sus enzimas. En este sentido, ensayamos selecciones, por disgregado 
de cada clon y distribuyendo sus células en p96, de modo de obtener una célula por pocillo. Sin 
embargo, como mencionamos anteriormente, estas células encuentran dificultad para prosperar de 
forma aislada. 
 
Figura 5.14. Formación de clones. En la parte superior, se muestran los panoramas generales de los pocillos de 
p6 en los que se desarrollan los clones con un objetivo de 4X. En tanto que en la parte inferior, se enseña un 
clon presente en el pocillo, con un aumento de 20 veces, que sirve para analizar con más nivel de detalle el 
estado de las células. Todas estas células fueron incubadas en G418. (A) Variante tetramérica (TcHPRT). (B) 
Variante dimérica (TcHPRTdCT). (C) Pocillo de uno de los clones de TcHPRT, aislado, e incubado por 15 días. 
Retomando los clones de 15 días en p24, cabe destacar, que el método de comprobación al 
microscopio de fluorescencia es rápido y sencillo, y por tanto, útil a la hora de trabajar con una gran 
cantidad de clones, ya que permite hacer una primera selección y reducir el tamaño de la muestra a 
números manejables. Sin embargo, para realizar la selección final, es necesario cuantificar la 
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expresión de HPRT por Western Blot, para determinar eficazmente, la cantidad de enzima sintetizada. 
Realizando esta técnica, obtendríamos una imagen poblacional de la cantidad de enzima expresada, 
que nos serviría para seleccionar las muestras con las que realizar los ensayos con BPs -idealmente, 
aquellas que expresaran niveles semejantes de enzima-.  
Sin embargo, considerando la necesidad de contar con niveles de expresión suficientes para 
que las células que dependan de la enzima para sobrevivir, logren hacerlo, decidimos ensayar un 
nuevo método que permitiera seleccionar sólo aquellas mutantes que respondieran positivamente al 
tratamiento con HAT. De modo similar a lo realizado con G418, esperábamos que la HPRT 
funcionara como resistencia al cóctel que bloquea la síntesis de novo.  
Selección en medio HAT 
Para el mantenimiento de los blastos de los hibridomas, en nuestro laboratorio utilizamos el 
cóctel compuesto por 100 µM de hipoxantina, 0.4 µM de aminopterina y 16 µM de timidina 
(HAT: 1X). Antes de utilizarlo sobre nuestras transfecciones, decidimos exponer un cultivo control a 
este cóctel, a fin de conocer la cinética de su efecto sobre las células. Como puede verse en la 
Figura 5.15, en 24 hs, la viabilidad de las células se reduce a algo menos del 50 % y hacia el tercer día, 
sólo un 10 % de células permanecen vivas, pero con un mal aspecto –bordes poco refringentes y 
citoplasma granulado-, que las señala como próximas a perecer. Es por ello, que decidimos realizar la 
selección utilizando una concentración de HAT 0.5X (50 µM de hipoxantina, 0.2 µM de aminopterina 
y 8 µM de timidina). 
 
Figura 5.15. Exposición de las NS0 al medio HAT. Se realiza el recuento de células vivas y muertas con cámara 
de Neubauer, y a continuación se calcula la relación vivas:totales y se expresa en porcentaje. En negro, se 
expresa el crecimiento a cada día de las células control, sin exposición al cóctel; en tanto que en gris, se muestra 
el crecimiento de las células sometidas al tratamiento. 
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Para llevar a cabo la experiencia, crecimos al 80 % de confluencia en p6, las células 
transfectadas con ambas variantes de TcHPRT y que mayores niveles de GFP expresaban. Una vez 
definida la concentración de HAT a utilizar, expusimos las células a este medio, en presencia 
también de G418, y las incubamos a 37 °C y 5 % de CO2, por un lapso de 10 días, renovando el medio 
cada 3-4 días. En el panel A de la Figura 5.16, se puede observar que las células con la construcción 
pIRES::TcHPRTdCT, se mantienen saludables en un medio con G418, en ausencia de HAT (en estas 
condiciones, la proliferación no es diferente de aquella que posee la cepa NS0 silvestre). Las células 
en presencia de ambos agentes, lentamente mueren, mostrando la pérdida de su capacidad de 
adherencia a la placa. Al cabo de los 10 días, son visibles islas de células sobrevivientes al tratamiento 
(Figura 5.16B), en tanto que las células transfectadas con el plásmido vacío, no sobreviven al 
tratamiento (Figura 5.16C).  
 
Figura 5.16. Selección de clones con medio HAT. En los paneles superiores, se muestra un panorama general 
del cultivo (4X), en tanto que en los paneles inferiores, se presenta un aumento de una región en particular de 
cada pocillo (20X). (A) Células expresando TcHPRTdCT, cultivadas en presencia de G418. (B) Las mismas células 
en presencia de G418 y HAT. (C) Cultivo control de células transfectadas con el plásmido vacío (estas células 
proliferan de igual manera que las presentes en el panel A, cuando se encuentran solamente en presencia de 
G418). 
Desafortunadamente, los clones no sobrevivieron al proceso de aislación y expansión 
(posiblemente debido a la brusquedad del proceso), por lo que la actividad quedó inconclusa; sin 
embargo, cierta información merece ser mencionada. En primer lugar, la cantidad de clones que 
sobreviven en estas condiciones es muy pequeña, lo que podría ser un indicativo de fallas en la 
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expresión de la TcHPRTdCT, o niveles de expresión demasiado bajos como para sobrevivir al 
tratamiento (o concentración de HAT demasiado alta). En consonancia con esta observación, 
anteriormente mencionamos que el porcentaje de células que expresan GFP -codificada río abajo de 
la TcHPRTdCT-, es bajo.  
Por otra parte, la variante de longitud completa no generó clones en presencia de HAT, lo que 
nos hace vincular otros aspectos a la interpretación de estos resultados. Es altamente posible que la 
concentración del cóctel haya sido demasiado alta, y es necesario repetir el experimento a una 
concentración menor, pero a su vez, parece posible que la diferencia al tratamiento que exhibieron 
ambas variantes, radique en la diferencia de actividad estudiada en los Capítulos 3 y 4. En este 
sentido, es necesario recordar el ensayo de los BPs sobre lisados bacterianos expresando ambas 
enzimas, en donde se propuso utilizar ese método para evitar desestabilizar las variantes al 
purificarlas. Vale la pena mencionar, que inicialmente se consideró como una de las bondades que 
brindaría el sistema NS0, el analizar la actividad de cada mutante de HPRT sin necesidad de 
aislarlas, ya que la resistencia al HAT de células expresando los mismos niveles de enzima, 
permitiría analizar sus capacidades enzimáticas. En relación a ello, aquí podríamos pensar que la 
variante dimérica, es en efecto más activa que la tetramérica. Sin embargo, aún restan por definir los 
niveles de HPRT que ambos tipos celulares expresan. 
En otro sentido, teniendo en cuenta que esta línea celular será utilizada para el testeo de BPs 
sobre diferentes variantes de HPRT, no sería conveniente realizar un procedimiento que solo 
garantiza la proliferación de aquellas mutantes con alta actividad. Lógicamente, las variantes 
mencionadas y otras que ya se encuentran en nuestro poder -como la variante humana y la de 
Plasmodium falciparum-, tendrán diferente actividad HPRT y complementarán a las células, cada una 
de forma particular. En relación a este estudio, con el cóctel HAT no se intentaría analizar diferencias 
en sus actividades, ni fomentar el crecimiento de las células más activas, sino forzarlas a sobrevivir 
utilizando la ruta de salvataje. Por lo tanto, se vuelve necesario determinar previamente la 
concentración del cóctel a utilizar, frente a cada variante a estudiar. De esta manera, podríamos 
asegurar que las células en presencia de G418, HAT y BPs, morirían -de ser el caso- a causa de este 
último, y no como consecuencia de la acción del HAT. 
Como consideración final al respecto, podemos mencionar que así como planteamos que la 
concentración de HAT era excesivamente alta, podría ocurrir lo mismo con el G418. La neomicina 
debilita a las células al actuar sobre la síntesis de proteínas, pero éstas sobreviven porque cuentan 
con resistencia a la droga; ahora bien, si utilizáramos una concentración muy alta de G418, la 
proliferación celular probablemente se vería afectada, incluso en aquellas células que contienen la 
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resistencia a la droga. Y una combinación de ambos efectos (la inhibición de la síntesis de novo de 
purinas y la inhibición de la síntesis de proteínas), en concentraciones que por separado serían 
tolerables por las células, podría desencadenar la muerte celular. La razón de esta propuesta, radica 
en que se trata de un sistema celular, donde la respuesta depende absolutamente del entorno. Frente 
a este panorama, es claro que debemos realizar un minucioso estudio de todas las variables, no sólo 
de forma independiente como hasta ahora, sino también de forma combinada; y el análisis de los 
resultados, será por tanto, sumamente complejo. En la sección Complementos, presentamos un 
esquema de los pasos a seguir para desarrollar el experimento que contempla una combinatoria de 
las 3 drogas -G418, HAT y cada uno de los 4 BPs-, y las cuatro líneas celulares con las que contamos 
hasta ahora -TcHPRT, TcHPRTdCT, pIRES vacío y NS0 sin transfectar.  
Efecto de los BPs sobre la línea celular NS0 
Luego de desafiar la viabilidad de las células Vero y de los parásitos frente a los BPs, 
entendimos que ya no era posible esperar respuestas de acción semejantes a las existentes sobre la 
proteína aislada, y que en vez de ello, su efecto debía ser considerado en el contexto de estudio.  Esa 
premisa, resulta válida también para el caso de las NS0, en donde nos vemos en la necesidad de 
discriminar el efecto multitarget de estos compuestos, del efecto que ejercen sobre la HPRT 
suministrada de forma recombinante.  
En este sentido, si los BPs actuaran únicamente sobre la HPRT, no tendrían influencia en la 
viabilidad de las NS0 -células carentes de la enzima-. De ser este el caso, anular con los BPs la 
actividad HPRT en las células transfectadas, sin anular la síntesis de novo, sería difícil de detectar y 
mucho más lo sería, discriminar entre BPs con diferentes efectos sobre la enzima; en base a ello, 
resulta esencial incluir en este estudio la presencia de HAT (ver los resultados esperados en 
Complementos). Por el contrario, si el efecto multitarget de los BPs pesara mucho más sobre otras 
enzimas que sobre la HPRT, la viabilidad de las células NS0 se vería igualmente disminuida, 
independientemente de su dependencia de la actividad HPRT –por lo que la presencia de HAT, poco 
informaría-. En este caso, comparar la viabilidad de células transfectadas en presencia de los BPs, con 
o sin HAT, debería dar un resultado similar, y éste a su vez, sería similar al de la línea sin transfectar 
o con el plásmido vacío. En una situación intermedia, y posiblemente más cercana a la real, los BPs 
perturbarían la viabilidad de la línea NS0 y esta se vería incluso más afectada si la célula dependiera 
para subsistir de la actividad HPRT (es decir, en presencia de HAT). En resumen, cuanto mayor sea 
la diferencia observada en la viabilidad de las células transfectadas expuestas a los BPs, en presencia 
y ausencia de HAT, mayor será el efecto que éstos tengan sobre la HPRT en cuestión.  
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Es necesario mencionar, la existencia de una hipótesis alternativa en la que la línea NS0 no 
disminuyera sus niveles de proliferación frente a los BPs, simplemente debido a que no consiguieran 
ingresar al interior celular. Por lo estudiado hasta el momento y mencionado en este capítulo, los BPs 
ingresarían al interior celular por endocitosis mediada por clatrina (o por determinados canales), por 
lo que la capacidad de internalizar BPs estaría altamente ligada con la de realizar endocitosis en cada 
tipo celular, y la disponibilidad de cada BP (Thompson, et al., 2006). Considerando los resultados 
sobre la línea celular Vero, y que en ciertas condiciones, las NS0 logran ser transfectadas utilizando 
un mecanismo similar, es de esperar que los BPs sean correctamente internalizados; sin embargo, 
esto dependerá de muchos factores, incluyendo la disponibilidad del BP en cuestión. Frente a este 
panorama, se vuelve interesante como primer media, analizar en qué situación se encuentran los BPs 
frente a la línea NS0. 
Para estudiarlo, decidimos recurrir al método más sencillo, por lo que basándonos en las 
células Vero, incubamos las NS0 frente a concentraciones crecientes de los BPs (definidas a partir de 
lo visto sobre las Vero) y al cabo de 96 hs, determinamos la actividad metabólica utilizando el ensayo 
de MTT (ver Complementos). Con este experimento no intentábamos determinar directamente la 
entrada de los BPs al citoplasma, sino que esperábamos hacerlo de forma indirecta, a través del 
efecto que los BPs tuviesen sobre la línea celular. 
En la Figura 5.17, puede observarse un aumento de la actividad metabólica de las células, que 
se corresponde con un aumento en la concentración de cada droga. Inicialmente, el experimento fue 
diseñado utilizando MTT, como método alternativo al recuento en cámara de Neubauer, ya que si 
bien en este caso podría ser sencillo, sería impracticable en el resto de las experiencias, debido al 
tamaño de la matriz experimental; aquí, la actividad metabólica indirectamente referiría a la cantidad 
celular, generando una concentración mayor de cristales de formazán en la medida en que hubiese 
más células. Sin embargo, el aumento en los valores de absorbancia a 560 nm –en la que se realiza la 
lectura de los cristales disueltos en DTT-, de las células incubadas con BPs sobre el nivel de los 
controles, es inesperado. Una inspección visual de la placa comprobó que el medio en estos pocillos 
se encontraba agotado, cosa que no sucedía en los controles, ni en los pocillos con baja concentración 
de droga. Por su parte, bajo el microscopio, los pocillos no mostraban diferencias en el aspecto de las 
células, ni en el número celular, o de ser el caso, este número era mayor para las células control. En 
resumen, nuestras observaciones indican que el aumento en la lectura del MTT, se encuentra 
relacionado a un aumento en el estado metabólico de las células ante la presencia de las 
concentraciones más altas de los BPs, indicando que tienen un efecto sobre células carentes de la 
enzima, y sugiriendo que logran ingresar eficientemente al interior celular. 
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Figura 5.17. Proliferación de las NS0 en presencia de BPs. (A) Absorbancia a 560 nm, indicando el contenido 
de cristales de formazán en la muestra, lo que se relaciona directamente con el estado metabólico general. Se 
incluyen los controles en presencia de buffer Tris, en la misma concentración utilizada para realizar los 
preparados de BPs (las dosis más altas), para así analizar su influencia sobre las células. Los valores estadísticos 
se refieren al control, donde (‡) p<0.001 y (*) p<0.0001 (análisis de Bonferroni). En la parte superior de las 
imágenes, se presenta un panorama general de los pocillos (4X); obsérvese que las células tienden a depositarse 
sobre el borde de la placa. En la parte inferior, se presenta el detalle de las células (20X); nótese que las tres 
condiciones exhiben  aspectos similares. (B) NS0 en medio de cultivo. (C) Células en presencia de 200 µM de 
alendronato. (D) Células en presencia de 400 µM Lidadronato. Tanto en (C) como en (D) el medio se 
encontraba agotado.  
Interesantemente, ninguna droga parece poseer un efecto tóxico, en el período de tiempo 
estudiado, sobre las NS0, en tanto que en el mismo lapso temporal, la línea Vero comienza a 
disminuir su actividad metabólica (Alamar blue) a partir de los 25 µM de alendronato, o 50 µM de 
zoledronato. Por otra parte, así como no parece ser tóxico, tampoco nos es posible afirmar que se 
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trate de un efecto suscitador de la proliferación, y paralelamente a esto, es notable cómo el 
lidadronato se comporta de la misma manera que el resto de los BPs, indicando que ejerce un efecto 
sobre el mismo sistema, y que lo hace a concentraciones frente a las que las Vero parecían no 
responder. 
El cambio de técnica a MTT se realizó principalmente porque se trata de un método más 
económico que el de Alamar blue y por la dificultad para conseguir un lector fluorescente de placas. 
Sin embargo, ambos métodos solo determinan citoxicidad, de manera indirecta, analizando la 
actividad metábolica mitocondrial. Es interesante notar, que medir el estado metabólico no siempre 
da cuenta de la proliferación celular, cosa que en general se toma como válida. En este caso, parece 
posible que las células se encuentren bajo un gran estrés celular y posiblemente próximas a morir, 
pero cabe destacar, que de no ser por el aumento en la actividad metabólica, difícilmente hubiésemos 
realizado tal consideración. Del mismo modo, si las células en presencia de BPs hubiesen muerto, y el 
resto en proceso de morir, tuviesen una actividad metabólica aumentada, podríamos haber obtenido 
niveles de MTT semejantes a los del control, concluyendo erróneamente, que la proliferación celular 
no se veía afectada.  
Es por ello que proponemos continuar con el estudio, utilizando un método alternativo y 
mucho más eficiente, como lo es medir la fluorescencia de la tinción de núcleos con Hoechst. Para 
realizar esta técnica, hay que tener en cuenta que el reactivo tiñe tanto células vivas como muertas, 
sin embargo, estas últimas pierden su adherencia a la placa, y son excluidas con los sucesivos 
lavados (McCall et al., 2014). De esta manera, contaremos fehacientemente, con una determinación de 
la cantidad de células vivas en cada pocillo (ya que en paralelo se realiza una curva de calibración 
con células sembradas en el mismo momento de la medición). 
En conclusión, a primera vista resulta prometedor encontrar indicios de que los BPs no 
detendrían la proliferación celular de una línea carente de HPRT, y si esta afirmación se confirma, 
analizar el efecto de los BPs sobre las variantes de HPRT, no de forma aislada, sino en un entorno 
celular, podría resultar ser el más sencillo de los casos planteados.  
Este resultado podría sumar a los demás enseñados en el presente capítulo, sugiriendo la 
posibilidad de que el efecto mortal sobre los parásitos, se encuentre relacionado con una acción 
predominante sobre la enzima, cuya esencialidad ha sido reportada en ciertos patógenos (Boitz et al., 
2006; Dawson et al., 1993; Freymann et al., 2000; Griffin et al., 2011). Por otra parte, si bien es 
interesante que los BPs no sean citotóxicos de la línea carente de la enzima y sí lo sean de las células 
Vero, no debemos dejar de considerar, que del mismo modo en el que los BPs resultan ser peores 
inhibidores de la variante humana, podrían ser mejores inhibidores de las enzimas de las células 
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Vero (de mono) que de las enzimas de las NS0 (de ratón). Ensayar en una tercera línea, podría servir 
de respuesta a esta cuestión. Un ejemplo de células poco sensibles a los BPs, podría estar dado por la 
línea celular WIL2 NS, derivada de linfocitos B humanos, no secretora de inmunoglobulinas y 
también sensible a HAT (es decir, una línea semejante a la NS0, pero de origen humano). 
Generación de anticuerpos para Western blot 
Como hemos mencionado anteriormente, sobre los clones positivos de NS0, se podrá analizar 
la expresión de TcHPRT, mediante un ensayo de Western blot (WB), o también, y de forma cualitativa, 
por medio de inmunofluorescencia indirecta (IFI). Con este objetivo en mente, generamos, en nuestro 
laboratorio anticuerpos policlonales anti-HPRT, utilizando TcHPRTH6 como inmunógeno (ver en 
Complementos). En primer lugar, preparamos una emulsión de hidróxido de aluminio al 4 % p/v y 
proteína, inyectando en cada ratón, 250 μg de la enzima. Tomamos una muestra del pre-inmune, e 
inmunizamos cada ratón los días 1, 7, 14 y 28. El día 35, colectamos la muestra de sangre extrayendo 
un volumen pequeño de la vena maxilar de cada ratón, y evaluamos el título alcanzado mediante un 
ensayo de ELISA. Finalmente, realizamos la colección final de sangre por sangrado ocular a blanco, y 
luego de recuperar la fracción sérica, almacenamos a -20 °C.  
En la Figura 5.18, se muestra un primer ensayo de WB, en el que se puede observar que 
nuestros preparados (dilución 1:100) son capaces de detectar las variantes TcHPRTH6 (26 kDa) y 
TcHPRTdCT (23 kDa). 
 
Figura 5.18. Western blot con anticuerpos generados en nuestro laboratorio. Hacia la izquierda se muestra la 
imagen de un SDS-PAGE realizado en forma paralela al que se utilizó para el ensayo. Hacia la derecha, se 
presenta la imagen del WB. En la calle H6, se sembró una mezcla de la variante TcHPRTH6 (26 kDa), con una 
pequeña muestra de dos variantes de la Frataxina humana, de 17 y 14 kDa. En la calle dCT, se sembró una 
muestra saturada de la variante TcHPRTdCT. En ambas calles se pueden observar multímeros de ambas 
variantes –ya que no se agregó reductor a las muestras-, que también son reconocidos por los anticuerpos. 
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Procesamiento post-traduccional 
En el Capítulo 3, estudiamos que en la CTR se encuentra el tripéptido de localización 
subcelular, que ubica a la TcHPRT en los glicosomas del parásito. A su vez, descubrimos que la 
misma CTR influye en el estado oligomérico de la enzima, y que su actividad aumenta conforme se 
escinde este extremo. De lo que surge como posible hipótesis, que una vez en los glicosomas, la CTR 
sea proteolizada, dando lugar a una forma madura y más activa de la enzima. Es por ello, que, 
disponiendo de parásitos y anticuerpos, decidimos investigar si tal hipótesis es correcta.  
Dado que en los parásitos la proteína se expresa de forma constitutiva, pero no contamos con 
una cepa que la exprese en altas cantidades, se vuelve difícil purificarla a partir de lisados. Sin 
embargo, considerando que las especies de longitud completa y abreviada son fácilmente 
distinguibles en SDS-PAGE, decidimos realizar un ensayo de WB sobre lisados de epimastigotes, con 
los anticuerpos generados en nuestro laboratorio que reconocen ambas variantes. De esta manera, si 
la enzima de longitud completa se proteoliza en el interior de los glicosomas, presentará un perfil 
electroforético coincidente con el de la variante TcHPRTdCT; en tanto que si no lo hace, correrá como 
la variante TcHPRTH6. 
En primer lugar, evaluamos si los anticuerpos generados a partir de la proteína recombinante, 
son capaces de reconocer la enzima endógena. Para ello, realizamos IFIs sobre epimastigotes fijados 
en 4 % de TFA. El detalle del procedimiento experimental se encuentra en la sección Complementos, 
pero para contextualizar las observaciones cabe remarcar que para la detección de TcHPRT, 
utilizamos como anticuerpo secundario, un anti-ratón comercial conjugado con fluorescente rojo. A 
su vez, para la colocalización, utilizamos un anticuerpo anti-glicosoma generado en conejo, que fue 
gentilmente cedido para la realización de este experimento por el grupo de la 
Dra. Silvia Fernández Villamil, y cuya detección se realizó vía un anticuerpo comercial conjugado 
con fluorescente verde. Finalmente, realizamos la tinción de los núcleos con Hoechst. 
En la Figura 5.19, se presenta en forma esquemática un epimastigote típico. En líneas generales, 
un epimastigote saludable se verá de forma ahusada en la mayoría de los casos, pudiendo 
encontrarse, en menor medida, algo enrollado como producto de su movimiento o el 
entrecruzamiento de las colas de varios parásitos. A su vez, los núcleos teñidos con Hoechst deben 
visualizarse de forma redonda, con una suave tinción azul; en tanto que el kinetoplasto, aparecerá 
con una tinción mucho más brillante, en forma de línea apenas curvada y bien cerca del núcleo. Un 
kinetoplasto poco brillante, circular y alejado del núcleo, es característico de epimastigotes poco 
viables. Por su parte, los glicosomas detectados con nuestros anticuerpos, deben verse (en 
comparación con el núcleo) como un puntillado verde, aunque es posible que debido a la definición 
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de las imágenes, el puntillado no logre definirse. De la misma manera, la TcHPRT -que debería 
colocalizar con los glicosomas- debe detectarse con el canal rojo, en forma de puntillado a lo largo del 
cuerpo del parásito. 
 
Figura 5.19. Esquema de un epimastigote. Se destacan los compartimentos de interés, glicosoma, núcleo y 
kinetoplasto. Modificada de Wanderley de Souza (de Souza, 2008). 
Como puede verse en la Figura 5.20, los anticuerpos generados en nuestro laboratorio detectan 
eficientemente la TcHPRT endógena. Se puede observar que la fluorescencia que revela la posición 
de los glicosomas (color verde) y aquella derivada de la detección de la proteína (color rojo), se 
distribuye en todo el parásito y es sutilmente menor en la zona donde se posicionan los núcleos 
(color azul). Resulta evidente, que el aumento 100X del microscopio utilizado para el revelado de 
estas IFIs, no permite determinar con absoluta claridad la diferencia entre una marca localizada en 
pequeñas organelas (en forma de puntillado), de una marca citoplasmática (en forma homogénea). 
Sin embargo, al realizar un zoom óptico de las imágenes, se puede apreciar que la fluorescencia en los 
casos glicosoma y HPRT, no es homogénea en todo el citoplasma, sino que es más intensa en ciertos 
puntos.  
En el panel inferior de la Figura 5.20, también se observan ciertas manchas no específicas -tanto 
en el canal verde, como en el rojo-, posiblemente relacionadas con la precipitación del anticuerpo o 
bien a una reacción con polilisina precipitada. Como mencionamos anteriormente, tanto el 
anticuerpo anti-glicosoma, como el anti-HPRT, fueron realizados de forma no comercial, lo que 
puede explicar las observaciones realizadas. 
Como hemos mencionado anteriormente, ha sido descripto que esta enzima se encuentra 
localizada glicosomalmente -debido al tripéptido señal en su CTR-, y esta información ha sido valida 
mediante imágenes en T. brucei, y Leishmania donovani. Sin embargo vale destacar, que hasta donde 
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nuestra investigación lo ha permitido, no existen por el momento imágenes que demuestren la 
localización glicosomal de la variante de T. cruzi, siendo las aquí presentadas, en consecuencia, las 
primeras en demostrarlo.  
 
Figura 5.20. IFIs sobre epimastigotes de T. cruzi. (Parte superior) hacia la izquierda se observa la imagen en 
campo claro de los parásitos a 100X. En el centro, en color azul, se observa la tinción de ADN con Hoechst, con la 
que se logran visualizar el núcleo y, más brillante, el kinetoplasto. A la derecha se encuentra la superposición de 
ambas imágenes. (Parte inferior) a la izquierda se presenta el canal verde, revelando la fluorescencia del 
anticuerpo anti-glicosoma. En el centro, en rojo, se puede ver la fluorescencia del marcador de HPRT. Hacia la 
derecha se observa la superposición de ambos canales.  
Una vez definido que nuestros anticuerpos reconocen la proteína endógena, procedimos a 
realizar los primeros ensayos sobre lisados de parásitos. Sin embargo, hasta el momento, no hemos 
sido capaces de detectar la expresión de proteína, ni sobre lisados de epimastigotes, ni sobre lisados 
de tripomastigotes. Inicialmente, realizamos la lisis por sonicación, pero considerando que esta 
técnica podría ser demasiado dañina para la estabilidad de la proteína, la remplazamos por una lisis 
más suave en buffer Tris-HCl, con Tritón X-100, el inhibidor de proteasas, PMSF y EDTA, que quela 
metales utilizados por estas enzimas. Al continuar sin poder detectar en los lisados ninguna banda 
correspondiente a la enzima, repetimos el ensayo en colaboración con la Dra. Marina Muñoz 
(Laboratorio de Endocrinología Molecular, IQUIFIB, UBA-CONICET), realizando la transferencia 
sobre membranas de PVDF, que aumentan la detección por parte de los anticuerpos, y calles más 
largas y anchas, que permiten sembrar mayor cantidad de muestra. Sin embargo, hasta el momento 
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persisten los resultados negativos, por lo que hemos decidido como siguiente paso enriquecer la 
muestra en glicosomas. Cabe destacar, que una vez obtenidos, el análisis de los resultados debe 
realizarse considerando que la proteína puede sufrir otros procesamientos post-traduccionales, que 
también alteren el peso molecular de la especie glicosomal; sin embargo, hasta el momento no 
contamos con información al respecto, y la proteína recombinante (expresada en bacterias) ha 
demostrado ser enzimáticamente activa.  
Por otra parte, siendo posible que el zoledronato interfiera en el ciclo celular, resulta plausible 
considerar que induzca indirectamente la expresión de la enzima. Por lo que, también planeamos 
evaluar mediante WB la expresión de la TcHPRT endógena en presencia de la droga. De observar un 
aumento en la expresión de la HPRT, no sólo podríamos avanzar en la determinación de la existencia 
de un procesamiento post-traduccional, sino que también sería evidencia de que el efecto del BP, se 
relaciona directamente con esta enzima. 
Producción de variantes de TcHPRT en Leishmania tarentolae 
Paralelamente, en colaboración con el Dr. Eduardo Howard (perteneciente al mencionado 
IGMBC), llevamos a cabo el diseño de unas variantes de Leishmania tarentolae, que expresan las 
proteínas de fusión GFP-TcHPRT y GFP-TcHPRTdCT, donde la GFP se encuentra en ambos casos, 
unida al NTR de la HPRT correspondiente (ver en Complementos, información relacionada). El objeto de 
este trabajo, es producir la proteína en cantidades convenientes para su posterior purificación, en un 
sistema mucho más relacionado con T. cruzi, que las bacterias. Adicionalmente, consideramos que de 
esta manera, de producirse modificaciones post-traducionales, sería más sencillo detectarlas, debido 
a la sobreexpresión de la enzima. El diseño de la fusión con GFP, radica en la ventaja sobre el 
monitoreo durante su purificación, y a su vez, en la facilidad para determinar la ubicación 
subcelular. Por otra parte, la presencia de GFP, una proteína de 239 residuos (26.9 kDa), podría 
interferir en el proceso de oligomerización, o la traslocación al glicosoma, pero podría resultar ser 
beneficiosa, al prevenir la agregación de la HPRT (a lo que es altamente susceptible, como hemos 
estudiado en el Capítulo 2).  
Como puede verse en la Figura 5.21, observado con un objetivo de 40X, el cultivo de 
Leishmania tarentolae, que expresa la proteína fusión GFP-TcHPRT (correspondiente a la llamada 
anteriormente, tetrámero), muestra una marca fluorescente no homogénea (puntillado verde), lo que 
permitiría inferir que la fusión se encuentra compartimentalizada, posiblemente en los glicosomas. 
Por su parte, la fluorescencia correspondiente a la fusión con la variante abreviada de la enzima (o 
dímero) -que no posee la señal de importación glicosomal-, se encuentra distribuida homogéneamente 
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en el citoplasma celular. Esta información demuestra que la fusión en el NTR no afecta la localización 
subcelular de la proteína. 
A continuación, decidimos estudiar comparativamente la corrida electroforética de un lisado 
de ambas especies. Para lo cual, lisamos la colecta de 40 ml de cultivo de cada una, en 1 ml de buffer 
Tris 50 mM, pH 7.5, con Tritón X-100 e inhibidores de proteasas. Luego de incubar durante 1 hora en 
hielo, centrifugamos a alta velocidad por 30 minutos, y utilizamos la fracción soluble para realizar el 
ensayo de WB que se muestra en el panel de la derecha de la Figura 5.21. Para la detección de las 
bandas, se utilizó un anticuerpo monoclonal, comercial, anti-GFP. Como se puede apreciar en la 
imagen, las proteínas fusionadas poseen pesos moleculares sutilmente diferentes, correspondientes a 
los esperados para cada fusión (53.5 kDa para la fusión con la variante de longitud completa y 
49.9 kDa para la fusión con variante truncada).  
 
Figura 5.21. Fluorescencia de L. tarentolae expresando las fusiones. Se presentan imágenes de fluorescencia 
(40X) y en el margen inferior derecho de cada imagen, para mayor nivel de detalle, se incluye un zoom óptico 
de cada cultivo. (Izquierda) Fusión GFP-TcHPRT; como puede apreciarse, la señal aparece 
compartimentalizada en el parásito. (Centro) Fluorescencia de la fusión GFP-TcHPRTdCT; se distribuye 
homogéneamente en el citoplasma. (Derecha) Si bien el peso molecular de cada HPRT se ve aumentado a causa 
de la fusión, la densidad del gel permite la separación de las bandas en torno a los tamaños de ambas fusiones. 
M: marcador de pesos moleculares; H6: GFP-TcHPRT, cabe aclarar que se utiliza la nomenclatura H6 para 
referirnos convenientemente a lo estudiado en el Capítulo 4, pero esta fusión no posee cola de histidinas; dCT: 
GFP-TcHPRTdCT. En rojo, se muestra teñida con rojo Ponceau, la misma membrana que se utilizó para revelar.  
A partir de esta información, podríamos suponer que la diferencias en los tamaños se debe a 
que la variante de longitud completa, no es procesada una vez dentro de los glicosomas. Es posible 
que, si bien no interfiriendo en la compartimentalización, la GFP, esté perjudicando la maduración 
de la enzima, o incluso, su oligomerización. Por su parte, también podría estar ocurriendo la 
proteólisis de la CTR, y no estar siendo detectada por posteriores modificaciones, aunque, como 
hemos mencionado anteriormente, esta hipótesis es la menos fuerte. Una posterior purificación de 
estas proteínas y su estudio, mediante secuenciación, espectrometría de masas, y dispersión de luz, 
podrán responder estas cuestiones. Resulta interesante también, evaluar una hipótesis considerando 
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la Figura 3.4 (ver Capítulo 3), en la que se puede observar la falta de desorden de la CTR de la HPRT 
de L. tarentolae. Sumado al hecho de que esta enzima ha sido caracterizada, mediante filtración en gel, 
como un dímero en solución (Monzani et al., 2002), y que cristaliza de la misma manera, sería válido 
suponer que este parásito podría no contar con el mecanismo de maduración propuesto para T. cruzi, 
y por lo tanto, sería imposible encontrar la especie proteolizada en el glicosoma. En este nuevo 
escenario, se vuelve indispensable la caracterización de las enzimas endógenas de cada parásito, de 
forma independiente y sin fusión a GFP. 
Antes de continuar, merece ser analizado que en este caso utilizamos reductor sobre las 
muestras sembradas en el gel, por lo que no se observarían dímeros; sin embargo, llama la atención, 
lo que parece ser un patrón de digestión que es reconocido por el anticuerpo. En principio, 
asignamos estas bandas a la proteólisis de la HPRT, pero, como hemos visto en el Capítulo 3, la 
primera banda en aparecer debería corresponder al peso molecular de TcHPRTdCT -que sumado al de 
la GFP, sería de 49.9 kDa-, es decir, debería aparecer a la altura de la banda mayoritaria en la 
calle dCT, lo que no parece ocurrir. A su vez, si se estuviese digiriendo la parte HPRT, luego del 
primer evento de proteólisis, las bandas deberían poseer un peso similar, ya que una vez que H6 
pasa a ser dCT, son idénticas; pero notablemente, el perfil cromatográfico es diferente entre ambas 
calles, a excepción de las bandas más fuertes (de 25 y 45 kDa). Es interesante notar también, que la 
generación de estas especies debe tener lugar, más probablemente, en el interior celular, ya que la 
lisis ocurre en presencia de proteasas. Desde otro punto de vista, de ser la GFP la enzima que se está 
digiriendo, perdería gradualmente su capacidad de fluorecer, lo que se podría determinar, 
analizando en función del tiempo, la fluorescencia de un lisado de los parásitos en las mismas 
condiciones aquí utilizadas. En conjunto, estas interrogantes, podrán ser resueltas -tal vez- en el 
transcurso de la purificación de las variantes. 
Recapitulación de los resultados parciales 
El diseño racional de drogas, donde un investigador diseña un compuesto y posteriormente 
analiza si tiene efecto sobre la proteína blanco, es un proceso que poco o nada informa sobre la 
ruta -o rutas- de acción de los compuestos estudiados. En la búsqueda de un compuesto que 
mimetice sustratos o productos de una cierta proteína, podemos encontrarnos con moléculas que 
sean selectivas para un gran número de enzimas relacionadas; aquí, por ejemplo, es de esperar que 
aquellas enzimas que compartan ligandos naturales con la HPRT (PRPP, Hx, IMP o PPi), sean 
sensibles a análogos del pirofosfato. Un caso intuitivo, lo representan las enzimas de la familia PRT, 
que poseen un motivo de unión a PRPP. En este sentido, se ha descripto que la TcFPS es inhibida en 
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presencia de ciertos bisfosfonatos que, como consecuencia de un efecto multitarget, producen una 
disminución en la proliferación de amastigotes de T. cruzi. Esa acción multitarget, posiblemente 
también involucre a la HPRT, aunque hasta el momento, tal posibilidad no había sido considerada 
(Montalvetti, et al., 2001; Szajnman et al., 2003; Urbina, et al., 1999). La teoría del Análisis del Control 
Metabólico, presenta la noción de la biología de sistemas, donde cada proceso, mecanismo o reacción, 
es un nodo que pertenece a múltiples vías metabólicas. Si esto se extiende a miles de vías que 
comparten de forma compleja miles de nodos, llegamos a la conclusión de que nada puede ocurrir en 
una célula sin provocar efectos con distinto nivel de impacto sobre todo el organismo (Fell, 1992; 
Moreno-Sánchez et al., 2008; Sauro et al., 1987). Es por ello, prácticamente imposible ligar el efecto 
inhibitorio a una sola proteína de estudio, sin considerar a la misma como parte de un flujo 
metabólico, en el que más de un integrante puede verse afectado. 
Iniciamos este capítulo, preguntándonos acerca de la relación entre nuestros BPs y el 
crecimiento de epimastigotes de T. cruzi en cultivo. Habiendo comprobado, que su proliferación se 
veía disminuida en presencia de estas drogas, analizamos si tal observación, podría estar ligada a un 
efecto sobre nuestra enzima de interés. Luego de determinar sobre los parásitos, un efecto inhibitorio 
semejante al obtenido con la proteína aislada, indagamos acerca de las posibles consecuencias que 
podía tener la inhibición de la TcHPRT, sobre el ciclo celular del parásito. En este sentido, nuestros 
resultados indican que el zoledronato dificulta el tránsito por las diferentes fases del ciclo, lo que 
podría suponer una acción sobre enzimas relacionadas con la síntesis de ADN, entre ellas, la 
TcHPRT. 
Al ensayar estas drogas sobre cultivos de células Vero, infectadas con tripomastigotes, nos 
enfrentamos a resultados que posiblemente hablen de la influencia que los BPs poseen sobre otros 
blancos moleculares críticos para la viabilidad del parásito, y de la célula hospedadora. Como puede 
deducirse fácilmente, a los efectos teóricos de alcanzar un compuesto citostático, puede perder 
relevancia conocer cuáles son los blancos de acción de la droga; sin embargo, es importante contar 
con esta información, a fin de evitar al máximo efectos adversos, como los observados sobre las línea 
celular Vero. Retomando la investigación de Wai Soon Eng y colaboradores (ver Capítulo 3), es 
interesante notar que, incluso orientando su trabajo al diseño de moléculas que mimeticen el estado 
de transición entre sustratos y productos de la HPRT bacteriana, los investigadores encontraron que 
sus compuestos afectaban la proliferación de la línea celular de carcinoma humano de pulmón, A549 
(Soon Eng et al., 2015). En este contexto, para definir el mejor inhibidor –aquel que menos daño cause 
en las células humanas y más sobre el parásito-, decidieron utilizar el llamado, Índice de Selectividad 
(SI) que calcula la relación entre la constante de inhibibión de las células hospedadoras (GI50) y la 
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constante de inhibición del crecimiento de Mycocabterium tuberculosis (MIC50) –mayor SI, mejor 
inhibidor-. Aquí calculamos el índice SI para una selección de los BPs, relacionando su efecto sobre 
las células Vero, con la infección por tripomastigotes, hallando valores que avalan la mayor fuerza 
inhibitoria (del orden micromolar) de zoledronato e ibandronato observada previamente, sobre la 
proteína aislada y, sobre cultivos de epimastigotes. Por otra parte, los BPs aquí utilizados, son 
conocidos por su acción frente a enfermedades asociadas a los huesos, y están aprobados para su uso 
en adultos en concentraciones no superiores a 5 mg por día. A su vez, como estudiamos en el 
Capítulo 4, su efecto inhibitorio sobre la HsHPRT, es sin duda mucho menor al que se observa sobre 
la variante del parásito. Sin embargo, nuevos BPs diseñados a partir de este o futuros trabajos, 
podrían tener graves efectos secundarios sobre el hospedador, por lo que resulta pertinente 
monitorear los efectos, todo lo que sea posible. 
Nuestro trabajo con la línea celular NS0, podría permitirnos analizar en primera instancia, el 
efecto de nuevas drogas, sobre la enzima en un entorno celular, y comparar a su vez, la acción sobre 
variantes patógenas o la versión humana. También podríamos estudiar el efecto global, de las nuevas 
drogas sobre la progresión de su infección en un modelo de células murinas, o humanas (como las 
mencionadas, WIL2 NS), ambas carentes de HPRT endógena. Asimismo, la línea NS0 provee una 
plataforma para ensayar la potencia HPRT, de diferentes mutantes (TcHPRT, TcHPRTdCT, 
TcHPRTF164W, u otras), sin necesidad de aislar las enzimas, previniendo una posible desestabilización 
enzimática inherente al proceso. 
Como mencionamos en el Capítulo 3, su desorden intrínseco puede tener relevancia con la 
correcta localización de la TcHPRT, ya sea consecuencia sólo de la ubicación de la secuencia de 
importación glicosomal –en general los extremos, son segmentos muy dinámicos-, o de la necesidad 
estructural de flexibilidad para la interacción proteína-proteína (proteína-transportador). Se ha 
demostrado que el desplegado total de la enzima no es prerrequisito para el importe a glicosomas; 
también, que proteínas bien plegadas pueden ser importadas a esta organela –como la DHFR de T. 
brucei (Hausler et al., 1996)-, o incluso, que proteínas como la cloranfenicol acetiltransferasa logran 
ingresar al peroxisoma como oligómeros (McNew, et al., 1994). Esta evidencia remarca la posibilidad 
de que la TcHPRT podría ser importada en su conformación tetramérica, y si este fuese el caso, cabe 
preguntarnos si una vez dentro del glicosoma, la CTR podría ser escindida dando lugar a la forma 
dimérica, más activa. También podría suceder que la forma tetramérica sea importante para 
aumentar la vida media de la proteína en la célula aumentando la energía de activación hacia el 
desplegado o disminuyendo la tendencia intrínseca de agregar, como consecuencia de una 
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disminución en la concentración dímero/monómero. Hasta el momento, no hemos encontrado 
evidencias de que la proteína sea procesada en los glicosomas. 
En cuanto al contexto biológico, los BPs estudiados exhiben un sustancial efecto inhibitorio, 
sobre la proliferación del parásito, y el zoledronato, uno de los dos compuestos con mayor poder 
inhibitorio sobre la proteína aislada, ha demostrado, ser el mejor inhibidor del crecimiento tanto de 
epimastigotes, como de tripomastigotes y amastigotes. Como analizamos en el capítulo anterior, su 
fuerza inhibitoria puede radicar en su capacidad de deslocalizar una carga positiva en el anillo 
aromático del imidazol a pH neutro, localizándola en una posición donde el estado de transición de 
la reacción también desarrolla una carga positiva (Focia et al., 1998). De ser este el caso, esta estrategia 
podría ser utilizada en el diseño de una nueva familia de inhibidores; pero para poder afirmarlo, es 
necesario conseguir una imagen -basada en evidencias- que explique la interacción de cada BP con la 
TcHPRT. Necesitamos saber si la interacción ocurre en el sitio activo o en otra parte de la molécula 
(lo que podría explicar las diferencias con la variante humana), y también analizar las interacciones 
que ocurren tanto con los mejores, como con los peores inhibidores de la actividad enzimática, ya 
que en conjunto, nos hablarán de las características que debería poseer un buen inhibidor de la 
enzima. Como hemos visto en el Capítulo 3, la cristalografía de rayos X es la herramienta que 
utilizamos para obtener información estructural de la HPRT, y en el próximo capítulo, intentaremos 
valernos nuevamente de ella para responder estas interrogantes. 
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Hx: Hipoxantina 
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Capítulo 6 
 
Cristalización en presencia de BPs 
 
En el Capítulo 4 hemos descripto la acción de moléculas efectoras, sobre la actividad HPRT de 
la proteína aislada y en lisados de bacterias que la sobreexpresan de forma soluble. Seguidamente, en 
el Capítulo 5, hemos analizado la acción de los mismos compuestos sobre cultivos de epimastigotes y 
células infectadas con tripomastigotes. Luego de los análisis llevados a cabo en tales capítulos, cobra 
relevancia la necesidad de obtener la estructura cristalográfica de esta proteína en presencia de los 
BPs, de modo de alcanzar una respuesta estructural al efecto biológico observado, y que 
eventualmente, también nos permita proponer las características esenciales de un posible buen 
inhibidor.  
Por tal motivo, la segunda parte del trabajo cristalográfico se orientó hacia la co-cristalización 
de la TcHPRTH6 y los BPs, tema sobre el que versará el presente Capítulo. Asimismo, sobre el final 
del mismo, introduciremos resultados de dockings, realizados por el Dr. Lucas Defelipe en 
colaboración con nuestro laboratorio, que complementan el trabajo cristalográfico.  
Optimización de las condiciones de cristalización 
Luego de una intensa búsqueda de condiciones de temperatura, intentando reproducir en 
nuestro laboratorio las condiciones que dieron origen a la estructura 5EUC realizadas en un cuarto 
refrigerado en el laboratorio del Dr. Alberto Podjarny (en el mencionado IGBMC, Francia), 
decidimos realizar gotas manualmente a 20 °C en una cava refrigerada, gentilmente decida por la 
Dra. Marisa Fernández, en el Instituto de Estudios de la Inmunidad Humoral, Profesor Ricardo A. Margini 
(IDEHU, UBA-CONICET), quien también nos ofreció asesoramiento en todo momento hasta la etapa 
final de este trabajo.  
Utilizamos el método de la gota colgante, ensayando el mismo sistema de buffer MES 0.1 M 
anteriormente descripto, e incubando las muestras a la temperatura mencionada, por todo el período 
de cristalización. Por su parte, para representar más fielmente las condiciones relacionadas con la 
catálisis (si bien en el Capítulo 4, estudiamos que existe interacción de los BPs con el sitio activo, en 
ausencia de otros ligandos), agregamos a las condiciones de trabajo, no sólo los BPs, sino también Hx 
y MgCl2, e incluimos en esta oportunidad, la condición de buffer HEPES 0.1 M, pH 7.5; NaCl 0.2 M 
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y PEG 8000, 12 % p/v, a 20 y 24 °C, que había dado resultados prometedores al trabajar con el robot 
Mosquito (ver Figura 3.1). 
Tabla 6.1: Co-cristalización de TcHPRTH6 y BPs en buffers HEPES y MES. 
 
Las condiciones 1 y 9 se utilizaron para la co-cristalización con los BPs. La concentración de 
TcHPRTH6 final en gota fue 0.029 mM (0.685 mg.ml-1) en todos los casos de co-cristalización; la 
de Hx y de cada BP, 0.128 mM, de modo de obtener una relación [BP]:[HPRT] de 4.41:1 y se 
utilizó además 1 mM de MgCl2. 
A su vez, efectuamos una optimización de la condición en HEPES, variando las sales, el pH, la 
relación de agente precipitante entre la gota y el reservorio, y el volumen final del mismo (Tabla 6.1). 
Estas dos últimas modificaciones pueden influenciar en la difusión de vapor y por lo tanto en la 
velocidad de formación de los cristales. Sin embargo, de tal experiencia no logramos obtener cristales 
que mejoraran en forma o tamaño a aquellos que surgen de la incubación en buffer MES. Si bien en 
ambos buffers obtuvimos cristales en presencia de los BPs, sólo aquellos preparados en buffer MES 
lucieron presumiblemente aptos como para difractar -aunque su tamaño no era el ideal para la 
determinación– por lo que, al realizar una posterior optimización variando el pH, decidimos trabajar 
con la condición que nos había permitido obtener la estructura en primera instancia.  
Tabla 6.2: Optimización del pH de la condición MES 0.1 M. 
 
En todos los casos, el volumen del reservorio fue de 500 µl y en cada pocillo se realizaron gotas de 
2+2 µl y 4+4 µl. La composición del medio fue MES 0.1 M, PEG 20000 12 % p/v. Obsérvese que la 
relación [BP]:[HPRT] responde a un factor de 10 en todos los casos. 
*Cristales utilizados para SDS-PAGE. En esta oportunidad, las gotas con ibandronato se incubaron 
a 4 °C. 
No es sorprendente que al introducir en el sistema BPs, Hx y MgCl2, no se logren los mismos 
resultados que en ausencia de estos compuestos, ya que cualquier molécula nueva modifica el 
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entorno, y naturalmente, la condición de cristalización podría resultar diferente. Es posible también 
que el fenómeno de cristalización para esta proteína sea muy susceptible a pequeños cambios de pH, 
y que las preparaciones de buffers entre experimentos resultaran ser en este sentido completamente 
diferentes. Por tal razón, decidimos realizar una puesta a punto del pH de trabajo para la 
cristalización de TcHPRTH6 en presencia de los BPs y Hx, de modo de obtener cristales de mayor 
tamaño. Al momento de realizar este experimento, contábamos con evidencias de que en ciertas 
concentraciones, y presumiblemente también dependiendo del pH, la mezcla BPs-MgCl2 genera 
agregados. Sin embargo, también conocíamos –por medio del trabajo con la variante F164W 
(ver Capítulo 4)– que tanto los BPs como la Hx son capaces de entrar en el sitio activo, sin que sea 
necesaria la presencia de ninguna otra molécula. En este contexto, decidimos realizar un barrido de 
pHs entre 5.55 y 8.0, en busca de la mejor condición de co-cristalización de la TcHPRTH6 con BPs y 
Hx, pero sin magnesio (Tabla 6.2).  
 
Figura 6.1: Comprobación de la composición proteica de los cristales –ver Tabla 6.2 abajo. Izquierda. Gota 
en presencia de ibandronato, incubadas a 4 °C. De aquí se tomaron las muestras para realizar el gel. Debido 
a los “hilos”, que se enredaban en el loop, no fue posible tomar una buena cantidad de cristales. 
Centro. Gota en presencia de lidadronato, utilizado para hacer el gel. Derecha. Gel de los cristales 
mencionados anteriormente. M: marcador de peso molecular, la banda de 26.6 kDa corresponde a 
TcHPRTH6; I: cristal con ibandronato, se percibe una tenue banda producto de la poca cantidad de muestra 
obtenida; L: cristal con lidadronato; dCT: TcHPRTdCT. Los cristales se lavaron en sus respectivas soluciones 
de reservorio, las que no contenían proteína, ni BPs. Posteriormente, se mezclaron con buffer de siembra 
para geles de poliacrilamida, y se incubaron a 99 °C por 10 minutos, a fin de disolver cada cristal. Si bien en 
el caso del cristal con ibandronato la imagen puede resultar poco clara, en el gel se podía observar claramente la banda 
correspondiente a la enzima, en aproximadamente la misma distancia de corrida que la que se observa en el caso de 
lidadronato. 
Evitando realizar una matriz de trabajo de tamaño inmanejable, decimos focalizar nuestro 
estudio únicamente hacia la obtención de dos co-cristales: aquellos en presencia de  lidadronato e 
ibandronato. El primero resulta interesante ya que podría ayudar a dilucidar la razón estructural de 
su baja potencia inhibitoria, tanto sobre la proteína pura, como sobre los cultivos de parásitos; 
mientras que el segundo trabaja de modo opuesto. Una vez logrados los primeros cristales a pH 6 y 
6.5, repetimos tales condiciones a fin de determinar su reproducibilidad, y comprobar mediante 
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SDS-PAGE la identidad proteica de los mismos (Figura 6.1). Como puede verse en la Figura, ambos 
tipos de cristales están formados por proteína. Sin embargo, el frente de corrida llama la atención, 
debido a que ambas especies parecen poseer un peso intermedio al marcador de peso molecular y a 
dCT. En función de los resultados que siguen, creemos que la anomalía se debe a la presencia de 
polietilenglicol en la muestra, y no sea causa de una parcial proteólisis de la CTR. 
Difracción de rayos X 
Habiendo comprobado que en ambos casos se trataba de cristales de proteína, y en 
colaboración con el Dr. Sebastián Klinke de la Fundación Instituto Leloir y la Plataforma PLABEM, 
decidimos almacenar para su posterior difracción, 8 de estos cristales de TcHPRTH6 (indicados en la 
Figura 6.2). Todos ellos presentaron una morfología de barras alargadas de entre 0.1 y 0.3 mm de 
longitud, que permitió la colecta de más de un set de datos en todos los casos. Para realizar la 
crio-protección, en esta oportunidad generamos una solución de composición MES 0.1 M, pH 6, PEG 
20000, 12 % y PEG 400, 23 %, y enfriamos en nitrógeno líquido utilizando 
loops HT de Hampton Research compatibles con el robot intercambiador de muestras SPINE. 
Realizamos la medición de rayos X, en la línea de microfoco PROXIMA-2A perteneciente a la 
Société Civile Synchrotron SOLEIL (Source Optimisée de Lumière d’Energie Intermédiaire du LURE), 
ubicado en Saint-Aubin, Francia (ver detalles en Complementos). Trabajamos a distancias variables 
dependiendo de la calidad inicial de difracción, utilizando centrado automático por rutina Excenter, y 
colectas clásicas y helicoidales (girando el cristal en un punto fijo, o a lo largo de una línea 
coincidente con la mayor dimensión del cristal, respectivamente). Una vez colectados, procesamos 
los datos crudos utilizando el programa XDS (Kabsch, 2010) que incluye la conversión a formato 
MTZ del CCP4 (ver Complementos).  
Como primer resultado, observamos que a excepción del llamado X112 en la Figura 6.2, todos 
los cristales tienen una celda similar a la de 5EUC; esta conservación de la simetría entre los cristales 
aporta a la validación de la estructura 5EUC, y a su vez da indicios de que los datos obtenidos en esta 
oportunidad corresponden a un modelo con similares características y estado oligomérico. La 
diferencia obtenida respecto al cristal X112, puede explicarse considerando un reagrupamiento de las 
moléculas -tetrámeros- en la generación del cristal, sin afectar las demás dimensiones. En este 
contexto, es necesario considerar que los grupos espaciales P31 y P3221 son relativamente similares, 
aquí que X112 solamente presente una simetría mayor y el doble de longitud en el parámetro de 
celda “c”. Realizamos la determinación final de los grupos espaciales luego de la etapa de traslación 
en reemplazo molecular. 
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Figura 6.2: Cristales difractados en SOLEIL. (A y B) Cristales X112 y X114 respectivamente. Estos cristales 
fueron obtenidos en pH 6 en las condiciones y concentraciones descriptas en la parte superior de la 
Tabla 6.2. (C, D y E) Cristales X81, X83 y X82 respectivamente. Generados en buffer MES, en las condiciones 
y concentraciones descriptas en la Tabla 6.1. (F) Cristales en presencia de alendronato. Cabe destacar que no 
se pudieron medir debido a la presencia de una gran cantidad de hielo al cargar el loop en el equipo de 
difracción. Estos cristales también fueron logrados, junto a X84 y X111 –con lidadronato– en la composición 
de cristalización que se indica en la Tabla 6.1. Si bien no es posible indicar el tamaño de los cristales, se puede 
tener en cuenta que cada gota posee aproximadamente, un diámetro de 2 mm.  
A continuación, calculamos la probabilidad de que existan de 1 a 4 cadenas por celda en cada 
cristal, utilizando el coeficiente de Matthews del CCP4. Como resultado, en todos los casos obtuvimos 
una clara tendencia a las 4 cadenas por celda, y luego de obtener esta respuesta, realizamos el 
reemplazo molecular utilizando como modelo la cadena A, sin aguas, del PDB 5EUC 
(ver Complementos). En todos los casos, se encontraron con éxito las 4 cadenas predichas y se chequeó 
que las mismas formen el tetrámero esperado con el programa COOT (Figura 6.3). Finalmente, 
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realizamos el refinamiento con Phenix refine, obteniendo estadísticas aceptables de acuerdo a la 
resolución de los datos (Rfree: 0.2790-0.2827), y observamos los mapas de densidad electrónica 
resultante en COOT, haciendo hincapié en las zonas esperadas de unión a ligando (Figura 6.4). 
 
Figura 6.3. Revisión de las cadenas obtenidas previo al avance del refinamiento. Se realizó una 
visualización rápida coloreando de forma independiente cada una de las 4 cadenas obtenidas. Se realizó el 
mismo protocolo para todos los conjuntos de datos; por simplicidad sólo se muestra la obtenida a partir del 
cristal con lidadronato.  
Análisis preliminar de los resultados cristalográficos 
Las densidades electrónicas halladas (Figura 6.4, mapa de simple diferencia de Fourier 
mFo-DFc), nos permiten inferir que los BPs se dirigen al sitio activo de la TcHPRTH6 y una vez dentro, 
se posicionan en la misma región en la que lo hace el PRPP (según el PDB 1TC2 y otras estructuras 
reportadas). Esta información, apoya la hipótesis de que el efecto bimodal caracterizado en el 
Capítulo 4 se debe a la similitud de estas moléculas con el PRPP, y que no se trata por el contrario, de 
un efecto al azar debido a la unión inespecífica del ligando a otro sitio disponible en la enzima. 
Asimismo, es interesante notar que los compuestos parecen estar anclados por la interacción con los 
residuos de treonina ubicados en la región 113-119, posicionándose entonces, de forma mimética al 
fosfato del PRPP y no al pirofosfato como había sido reportado anteriormente por nuestro 
laboratorio (Fernández et al., 2004). En este sentido, presumiblemente la parte bisfosfonato, o por lo 
menos uno de los dos fosfatos, permanecería anclada al interactuar con los residuos de la 
región 113-119, en tanto que el resto de la molécula poseería un desorden tal que no permitiría 
resolver su estructura, y por tanto, alcanzar un detalle fino de las interacciones involucradas en la 
unión. Notablemente, de ser este el caso, los residuos del loop 114-117, cobrarían una relevancia 
funcional en cuanto al posicionamiento del PRPP, tarea hasta el momento vinculada únicamente con 
el loop 50-54. Por su parte, como se mencionó en el Capítulo 1, la secuencia 107VLIVEDIVDTALT119 se 
encuentra altamente conservada en la familia HPRT y se presume que el residuo ácido, aspártico, en 
posición 115 es el encargado de desprotonar a la Hx y activarla como nucleófilo (Focia et al., 1998; Lee 
Cristalización en presencia de BPs 
- 171 - 
 
et al., 2001; Medrano et al., 2003). Nuestra información cristalográfica, también concuerda con esta 
observación, ya que su cadena lateral se superpone con la presente en la estructura 1TC2. 
 
Figura 6.4. Análisis de los datos estructurales. (A) PDB 1TC2, indicando los sitios de unión del PRPP y un 
análogo de la hipoxantina. Se presenta en colores la región (113-119) que contiene el loop 114-117. 
Seguidamente, en la imagen se muestra la densidad electrónica obtenida en uno de los 4 sitios de cada cristal, 
siendo: (B) ibandronato, (C) olpadronato, (D) zoledronato, (E) pamidronato, y (F) lidadronato. Cabe destacar 
que cada sitio de un mismo cristal exhibió una densidad electrónica diferente y aquí se presenta la mayor de 
cada caso. Todas las imágenes, están orientadas de manera similar a (A) lo que permite apreciar cómo la 
densidad electrónica no modelada (o nueva, en verde), presumiblemente correspondiente al BP, queda 
rodeada por el loop 113-119. Como puede observarse, las densidades electrónicas parecen coincidir con la zona 
en la que se posiciona el fosfato del PRPP, en tanto que el pirofosfato no parece estar representado en ningún 
caso. 
Como se verá más adelante, la densidad electrónica obtenida no alcanza para describir en su 
totalidad a las moléculas de BPs; asimismo, las densidades encontradas difieren entre cada uno de 
los 4 sitios de cada cristal. En conjunto, estos resultados podrían indicar cierta flexibilidad en las 
moléculas, o un anclaje poco estable a la estructura proteica. En base a estas observaciones, y si bien, 
a diferencia del PRPP, los bisfosfonatos son moléculas muy estables en solución, evaluamos la 
posibilidad de que la falta de densidad electrónica, se debiera a la hidrólisis de estos compuestos en 
el tiempo en el que se generan los cristales y no a la dinámica propia de las moléculas en el sistema 
de estudio. Por tal motivo, decidimos corroborar su identidad por RMN. Como puede observarse en 
la Figura 6.5, la composición mayoritaria de cada compuesto difiere significativamente de los 
controles de fosfatos libres, lo que permite descartar la hipótesis de una posible hidrólisis de los BPs. 
Esta información se vuelve relevante, no sólo para los experimentos cristalográficos, sino también 
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para aquellos sobre parásitos y proteína aislada, en los que se trabaja con preparados de BPs 
conservados durante largos períodos de tiempo. 
 
Figura 6.5. Composición de las muestras de bisfosfonatos. Se adquirieron espectros de RMN de los 
compuestos ensayados. Las concentraciones se indican en el margen izquierdo de cada espectro. 
Además, se incluyeron estándares de fosfato para evaluar posible hidrólisis. 
 Determinación de la posición de los ligandos mediante docking 
Buscando indagar más a fondo en la unión de estos ligandos, en colaboración con nuestro 
laboratorio, el Dr. Lucas Defelipe (FCEN) realizó una serie de experiemntos de dockings sobre la 
cadena A de la estructura 5EUC, en los que se inducía a cada BP a ingresar al sitio activo. 
Las metodologías de encastre molecular (o docking) permiten, a partir del tratamiento del 
receptor como un cuerpo rígido, una heurística de búsqueda y un campo de fuerzas simplificado 
(respecto a uno tipo AMBER), estimar de forma muy rápida el modo de unión de un ligando 
pequeño, como un sustrato o una droga, a un receptor, generalmente proteico. Los dos elementos 
necesarios para construir un algoritmo de docking, son la Función de Puntuación, que permite clasificar 
las distintas posiciones de una misma molécula, como así también comparar entre moléculas 
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diferentes; y el Algoritmo de Búsqueda, que permite, a partir de una conformación inicial, generar una 
pose dentro del receptor, cuya relevancia debe ser evaluada con la Función de Puntuación. 
Si bien el método de Dinámica Molecular Acoplada al Análisis de MM-PBSA permite estimar de 
manera precisa la energía libre asociada a la unión (∆G), también acarrea un costo computacional 
excesivamente grande si se lo desea utilizar para estimar el ∆G de unión de bibliotecas de 
compuestos grandes. Por este motivo, se recurre a métodos simplificados de docking, en los que los 
hidrógenos no polares se encuentran representados de forma implícita y las cargas parciales se 
computan con un método aproximado y rápido, basado en las diferencias de electronegatividad de 
los átomos (Gasteiger et al., 1978). Por su parte, en el receptor se realizan dos aproximaciones: el 
tratamiento como un cuerpo rígido, que ahorra una gran cantidad de cómputo; y la selección de una 
región de la proteína en donde se realiza la simulación de docking. Esto permite acelerar 
enormemente los cálculos generando unas 100 poses para un ligando pequeño (~5 enlaces rotables) 
en 30-60 segundos. El programa utilizado para realizar la búsqueda virtual de compuestos es el rDock 
(Li et al., 2003; Ruiz-Carmona, 2014). 
Para realizar nuestros cálculos (ver Complementos), en primer lugar se protonó el receptor, que 
estaría representado por TcHPRTH6 PDB 5EUC con AMBER (Assisted Model Building with Energy 
Refinement- (Case et al., 2017)) y luego se convirtió el archivo de salida al formato MOL2 con 
OpenBabel 2.3.1 (OLBoyle, 2011). A continuación, se definió el sitio de unión utilizando como 
referencia las posiciones de los ligandos cristalizados de 1TC2, y se desarrolló el protocolo de docking. 
Una vez finalizado el proceso, se eligió la posición de menor puntaje total de cada compuesto. 
Seguidamente, realizamos una superposición de las estructuras logradas en tal experimento y 
los recientes datos cristalográficos. Para ello, presentamos los archivos PDB y MTZ del refinamiento 
de un set de datos (por ejemplo, el del cristal con ibandronato) en el programa COOT, y el archivo 
PDB del docking correspondiente; posteriormente, alineamos ambos PDBs, dejando fijo el PDB del 
refinamiento y moviendo el proveniente del docking. Una vez realizado el alineamiento, analizamos 
el sitio activo. Como resultado de esta experiencia, encontramos que, si bien no son explicados en su 
totalidad, los BP del docking ocupan el mismo sitio que las densidades electrónicas halladas 
(Figura 6.6). Estos resultados coinciden con nuestra hipótesis de que la parte bisfosfato se ancla en la 
región en la que se posiciona el fosfato del PRPP. Combinando la información de docking, con las 
densidades electrónicas obtenidas, parece posible que uno de los fosfatos y parte de la cadena lateral 
de cada compuesto, se encuentren bien explicados. De ser así, el segundo fosfato no podría ser 
definido, posiblemente debido al desorden asociado a su posición.  
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Figura 6.6. Docking de los BPs sobre 5EUC. (Izquierda) Se muestra un alineamiento del PDB obtenido luego 
del docking y el PDB 1TC2 que indica la posición del PRPP y el análogo de la HX (verde) en el bolsillo de la 
proteína. (Centro) Superposición de las estructuras de docking y los datos cristalográficos. La imagen fue 
obtenida en un ángulo similar a la anterior. (Derecha) Se muestran las mismas imágenes en diferente ángulo, a 
fin de apreciar con mayor detalle la relación entre el docking y la densidad electrónica. 
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Otra hipótesis posible, surge al considerar que de los dos fosfatos de cada BP, haya uno 
ocupando el lugar que en el caso de los sustratos de la proteína, ocuparía el fosfato del PRPP. En este 
sentido, sugerimos que uno de los dos fosfatos ocuparía tal sitio y el resto de la densidad, 
correspondería al siguiente fosfato y no a la cadena lateral como sugieren los dockings. En este 
contexto, el fosfato que se ve con más densidad electrónica estaría ordenado por la fijación a la 
proteína, en tanto que el siguiente estaría afectado por el desorden de la cadena lateral del 
compuesto, lo que resultaría perfectamente esperable.  
 
Figura 6.7. Reubicación del zoledronato en el sitio activo. (A) Arriba y abajo se indican dos de las nuevas 
posiciones propuestas. (B) Superposición de la estrucutra obtenida por docking (en verde) y las reposicionadas 
(en colores según átomo). (C) Detalle de la relación entre las nuevas posiciones del zoledronato (en colores) y el 
PRPP (en verde). 
A continuación, considerando tal hipótesis, relocalizamos la molécula de zoledronato 
posicionando ambos fosfatos sobre la densidad electrónica. Como resultado, se obtenienen las 
imágenes que se presentan en la Figura 6.7. El zoledronato es capaz de deslocalizar una carga 
positiva en el anillo aromático del imidazol a pH neutro, por lo que inicialmente se pensó que luego 
de localizar la mitad bisfosfonato en el sitio activo, quedaría una carga positiva difusa 
estratégicamente localizada en una posición donde el estado de transición entre sustratos y 
productos de la reacción también desarrolla una carga positiva, es decir, sobre el carbono en posición 
1 (C1) que es atacado nucleofílicamente por el nitrógeno en posición 9 (N9) de la Hx 
(ver Capítulos 1 y 4). Los resultados del docking parecen apoyar tal hipótesis, mientras que entender la 
densidad encontrada de la forma en la que se presenta en la Figura 6.7, no da cuenta de lo mismo.  
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Al repetir este análisis con todos los BPs, se encuentra cierta dificultad a la hora de reposicionar 
las cadenas de los BPS de grupos laterales más largos, como el ibandronato o el lidadronato, debido a 
impedimentos estéricos con la estructura proteica. En resumen, basándonos en los datos 
cristalográficos obtenidos hasta el momento, no podemos definir con alto grado de certeza, el 
posicionamiento de los BPs. De esta manera, se vuelve esencial repetir los experimentos de modo de 
obtener más detalle electrónico. En este sentido, se está evaluando la posibilidad de colectar futuros 
datos de difracción en un modo especial, llamado difracción anómala, que permite localizar con 
precisión la ubicación espacial de los átomos de fósforo de los ligandos unidos. Esto nos permitiría 
visualizar la presencia de un fosfato fijo y posiblemente otro móvil. 
Nueva generación de cristales 
Como mencionamos anteriormente, si bien el trabajo realizado hasta el momento ayudó a 
aclarar dudas sobre el sitio de unión de los BPs, los datos no son suficientes como para esclarer 
cuáles son los residuos que participan en la unión de cada BP y definen el posicionamiento que dá 
lugar a las diferencias observadas sobre la actividad HPRT. Considerando a su vez, que en cada sitio 
activo de cada set de datos aparece una densidad electrónica diferente, cuestionamos que la 
concentración de BP fuese suficiente para ocupar los sitios de todas las moléculas de TcHPRTH6 
presentes en el cristal.  
Por otra parte, sería plausible que la falta de magnesio o de Hx impida el anclaje de la molécula 
de BP en su totalidad y, por ello, buena parte del compuesto no pudiera ser definido. Si bien la 
mayoría de las gotas de cristalización que dieron origen a los cristales difractados contenían Hx y 
MgCl2 (las excepciones fueron ibandronato y lidadronato X111), a continuación decidimos repetir el 
experimento exagerando las cantidades de cada una de estas moléculas. En la Figura 6.7 se muestra 
la imagen de uno de los cristales logrados, cargado en loop de difracción y la Tabla con las 
concentraciones de las moléculas utilizadas. 
En esta oportunidad únicamente se lograron cristales suficientemente grandes con 
pamidronato, por lo que se crio-enfriaron 4 de ellos y se difractaron en el sincrotón anteriormente 
mencionado SOLEIL. Sin embargo, ninguno de los cristales logró difractar con una resolución mejor 
a 4 Å, por lo que no se colectaron datos. Estas condiciones deberían volver a ser desarrolladas, 
variando la concentración de proteína y las condiciones de pH y temperatura.  
Cristalización en presencia de BPs 
- 177 - 
 
 
Figura 6.7. Puesta a punto de las condiciones de co-cristalización. (Izquierda) En la imagen se ve un 
cristal, de aproximadamente 0.15 mm de longitud, de TcHPRTH6 crecido en presencia de pamidronato, 
Hx y MgCl2, cargado en un loop, en posición para la difracción. Las manchas oscuras se deben a escarcha 
producto del proceso de colocación en el loop de difracción. (Derecha) Tabla indicando la composición 
de las gotas de cristalización realizadas en esta oportunidad. 
Consideraciones finales  
A lo largo de este capítulo, hemos estudiado diferentes técnicas y condiciones de 
co-cristalización de la TcHPRTH6 y los diversos bisfosfonatos utilizados en los capítulos anteriores. 
Como se mencionó previamente, el propósito final de tal trabajo es hallar evidencias estructurales 
que permitan explicar las diferencias observadas en el efecto inhibitorio (y por qué no, el activador) 
de cada compuesto sobre la actividad de la enzima, que puedan ser aplicadas a un futuro diseño 
racional de drogas capaces de inhibir selectivamente la HPRT de Tripanosoma cruzi, sin afectar la 
actividad de la variante humana. 
Es claro también, que el estudio se vería más acabado al analizar finamente la interacción entre 
los BPs y la HsHPRT, de modo de alcanzar una comparación cristalográfica de la unión de estas 
moléculas a ambas variantes (TcHPRT y HsHPRT), y relacionar la química de cada compuesto con 
los diferentes efectos que tienen sobre la actividad HPRT. Y si bien, la adquisición de las estructuras 
de HsHPRT –o su estudio mediante docking– es una meta pendiente para un futuro trabajo, a 
continuación vincularemos brevemente, la información recabada hasta el momento para ambas 
enzimas.  
Obtención de cristales y análisis de los resultados 
Como se comentó en los capítulos anteriores, los bisfosfonatos estudiados –semejantes en 
principio al PRPP– exhiben un sustancial efecto inhibitorio a altas concentraciones, mientras que a 
bajas concentraciones realizan una modulación positiva de la actividad enzimática a través de la 
comunicación alostérica entre las subunidades. Cada BP posee una química particular, que a su vez 
le confiere una potencia activadora-inhibitoria diferente. Por su parte, y a pesar de posicionarse de 
forma inversa a lo predicho por Fernández y colaboradores (Fernández, et al., 2004), nuestros 
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resultados nos permiten coincidir en que los inhibidores se posicionan dentro del sitio activo, en la 
región en la que lo hace el PRPP.  
Sin embargo, no podemos concluir que los inhibidores más potentes deban posicionar una 
carga positiva en la posición en la que se da el ataque nucleofílico, como se sugirió previamente, y de 
hecho, nuestros resultados parecen estar lejos de esa interpretación. La información que conseguimos 
no logra explicar cómo la química de los compuestos afecta la actividad enzimática, pero deja 
planteados avances en cuanto a la forma de obtención de mejores datos cristalográficos en un futuro. 
Un detalle no menor a considerar, se relaciona con lo aprendido en el Capítulo 4 sobre la 
interacción del ibandronato y de la hipoxantina, de forma independiente, con la enzima. Ambas 
moléculas demostraron ser capaces de entrar en el sitio activo y modificar el entorno del 
residuo W164, (que remplaza a la fenilalanina que, en la variante silvestre, posiciona mediante una 
interacción del tipo π-stacking a la Hx en su sitio). A su vez, hemos presentado evidencias de que la 
Hx no ve afectada su interacción con la enzima, incluso en altas concentraciones del BP. Con todo lo 
anterior, y siendo que en todos los casos utilizamos la misma concentración de BP y Hx, llama la 
atención no encontrar en ningún caso densidad electrónica correspondiente a esta molécula, en 
particular cerca del residuo F164. Esta particularidad, podría ser resuelta al obtener datos 
cristalográficos con las concentraciones listadas en la Figura 6.7, ya que no podemos descartar que 
efectivamente se vincule con un problema de concentración. 
HsHPRT 
En cuanto a la selectividad de los BP por la variante de T. cruzi, por sobre la humana, resulta 
interesante notar que la secuencia 107VLIVEDIVDTALT119, la que presumiblemente estaría 
posicionando a los BP en el sitio activo, es una secuencia mayormente conservada entre ambas 
variantes, como puede notarse en la Figura 6.8. De hecho, notablemente, sólo una sección del sitio 
activo no lo es, el loop 81-91, previamente descripto como la región más móvil de la enzima y cuya 
función está asociada a la captura de los sustratos y la exclusión de moléculas de agua del sitio activo 
durante el transcurso de la reacción. Con esta información, y a partir de las comparaciones 
estructurales realizadas en el Capítulo 3, parecía posible hallar que los BPs se unieran sobre TcHPRT 
en un sitio diferente al bolsillo activo, y ejercieran su acción ubicados en una región en la que sobre 
HsHPRT no tuvieran acceso, o efecto. Considerando las diferencias entre los arreglos tetraméricos de 
ambas especies, una región presente en tal hipótesis, era la superficie de oligomerización. Sin 
embargo, como se ha demostrado en este capítulo, los datos cristalográficos ubican a los BPs en el 
sitio activo, y de hecho lo hacen en la misma región en la que se posiciona el PRPP. 
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Si la clave para el posicionamiento de los BP, está en la región 107-119 y no en otra parte de la 
molécula, es sumamente inesperado que los BP no posean el efecto inhibitorio sobre la variante 
humana. En este sentido, evaluamos la posibilidad de que la K141 en la variante humana, ausente en 
TcHPRT (L118), estuviese, al menos estructuralmente afectando la interacción, pero su 
posicionamiento, hacia la cara externa del sitio activo, nos apartó de tal teoría. Sería interesante, en el 
futuro, analizar la generación de mutantes de ambas enzimas y volver a testear sobre ellas, los 
efectos de cada BP (y de futuras moléculas diseñadas). Por su parte, vale destacar que, si bien se 
mantienen las interacciones reportadas con la Hx (se supone que ciertos residuos de esta región 
estabilizan la forma desprotonada), la nueva información aquí presentada, modifica la concepción 
que hasta ahora se tenía del loop 114-117, dándole una importancia superior.   
 
Figura 6.8. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de TcHPRTH6 y HsHPRT. En rojo se indican 
los residuos pertenecientes al sitio activo. Los (*) indican residuos conservados; en tanto que el símbolo (:) 
indica que la mutación es conservativa, es decir, que mantiene el carácter hidrofóbico, hidrofílico sin carga, 
hidrofílico con carga positiva e hidrofílico con carga negativa; finalmente, el símbolo (.) indica que el cambio 
ocurre entre aminoácidos con carga opuesta. 
Por otra parte, en cuanto a un diseño final de moléculas inhibitorias que posean selectividad 
por la variante del parásito, no hay que perder de vista su localización subcelular, aspecto que podría 
resultar de gran importancia a la hora de considerar la acción y efectividad de nuevos compuestos 
inhibidores. En relación a este punto, vale recordar que Wai Soon Eng y colaboradores describieron 
en Mycobacterium tuberculosis una serie de compuestos análogos al estado de transición de la reacción 
HPRT que poseían grandes valores de inhibición sobre la proteína pura, pero no parecían tener 
efecto sobre cultivos de las bacterias; a continuación, diseñaron los mismos compuestos, pero en 
forma de pro-drogas con colas escindibles capaces de atravesar la membrana plasmática, y que una 
vez dentro del interior celular, se digieren dando lugar a la molécula final que actúa sobre la proteína 
blanco (Soon Eng et al., 2015). Este es un claro ejemplo de las consideraciones que se deben tener a la 
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hora de diseñar compuestos que mimetizan el estado de transición, y que por tanto resultan ser 
moléculas polares sumamente grandes.  
A su vez, como mencionamos en el Capítulo 1, mientras que HsHPRT se encuentra como una 
proteína soluble citoplasmática, la variante de T. cruzi posee en su CTR una señal de exportación al 
glicosoma (organela en la que se compartimentalizan las enzimas glucolíticas), por lo que en este 
caso, son dos las barreras que deben atravesar, a diferencia del caso de M. tuberculosis que tiene 
localización citoplasmática (solo considerando al parásito, y no a este dentro de una célula). Nuestros 
compuestos, demuestran ser buenos inhibidores de la proliferación celular, remarcando que un 
importante camino a seguir, es el de moléculas pequeñas que puedan permear al interior del 
parásito.  
Otros blancos moleculares 
Hasta aquí, describimos las dificultades para la obtención de datos cristalográficos óptimos 
para resolver la estructura y cómo éstos repercuten en la imposibilidad de definir diferencias en el 
posicionamiento de los BPs en el sitio activo de TcHPRT –y en consecuencia, explicar la diversidad 
de los efectos observados sobre la actividad. También tuvimos en cuenta su selectividad en relación a 
la proteína homóloga HsHPRT, pero, para el diseño de una nueva familia de inhibidores, estos no 
son los únicos aspectos relevantes a considerar. Como se comentó en el Capítulo 5, aún debemos 
tener en cuenta la selectividad de los BPs sobre otras proteínas que también podrían ser blancos de 
acción de estas moléculas, ya que podrían tener efectos no deseados en el entorno de la variante 
humana. Entre otros aspectos, esta idea será revisada en el siguiente capítulo.  
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Capítulo 7 
 
Conclusiones 
 
A lo largo de cada capítulo, hemos concluido parcialmente lo expuesto hasta el momento. 
Capítulo a capítulo, hemos avanzado conforme la nueva información nos lo sugería, si bien en 
ocasiones favorecimos el desarrollo de nuevas líneas de investigación a costa de ciertas 
incertidumbres que no lograron ser resultas. En este capítulo, re-abordaremos la información 
recabada, e hilaremos cuestiones que en otro contexto no hubiésemos podido conectar, refiriéndonos 
a los aspectos más relevantes del trabajo realizado. 
Estableciendo una nueva teoría 
Iniciamos esta Tesis, enunciando que la enzima recombinante, producida en bacterias y 
purificada en nuestro laboratorio, presenta en su ensamble nativo, un estado de oligomerización 
tetramérico. Esta información, indiscutiblemente modificó nuestro entendendimiento de la enzima y 
nos alertó sobre posibles inexactitudes en otros campos de investigación que la estudian, como por 
ejemplo, el de la cinética enzimática.  Habiendo sido considerada como un monómero en solución, 
que dimerizaba luego de la unión en cada subunidad de una molécula de PRPP (Allen et al., 1994), se 
reduce la posibilidad de plantear la hipótesis de cooperatividad en la unión del ligando. Asimismo, 
el mecanismo de acción propuesto, indicaba que la enzima seguía una serie de pasos consecuentes 
con un modelo secuencial ordenado, en donde la entrada de los reactivos debía preceder a la 
catálisis, y seguir a su vez, una sincronización en particular (Craig III et al., 2000).  
Luego de comprender que la enzima en solución, es en realidad un tetrámero, nos 
preguntamos si existía la posibilidad de un mecanismo alostérico y realizamos los estudios 
tendientes a explorar tal aspecto. Así, hallamos que para el PRPP -el sustrato que ingresa en primer 
lugar-, existe cierta sigmoidicidad en las curvas de actividad a baja concentración de Hx, indicando la 
cooperatividad en la unión. Asimismo, el fenómeno es más acentuado al aumentar la concentración 
de Hx, consecuentemente con la marcada inhibición por sustrato, típica de los sistemas ordenados. 
Pero por otra parte, si bien marcada, la inhibición de la actividad en función de la concentración de 
Hx, no es absoluta, indicando que no se trataría de un sistema estrictamente ordenado.  
Basándonos en trabajos anteriores de otros grupos (Allen, et al., 1994; Canyuk et al., 2004; Focia 
et al., 1998), propusimos la hipótesis de que el residuo Lys52, anómalamente en cis, no esté 
Capítulo 7 
- 184 - 
 
involucrado en la dimerización como producto de la unión de PRPP, pero en cambio, sí participe de 
la comunicación entre las subunidades del tetrámero, una vez establecida la interacción.  
Revelaciones estructurales 
En estas páginas, hemos expuesto a su vez, la dificultad en la tarea de obtener la estructura 
cristalográfica de la proteína TcHPRT en ausencia de ligandos y de TcHPRTH6 en presencia de los 
mismos. La primera observación, deriva de la obtención de cristales poco difractables y podría estar 
ligada a propensión de la proteína a agregar en forma desordenada. Esta tendencia, generalmente 
ocasiona agregados amorfos, en oposición a los arreglos ordenados que tienen lugar en el cristal, 
pero también podría generar núcleos con aristas múltiples que permitan el crecimiento de los 
cristales, pero que en conjunto, no logren satisfacer las necesidades cristalográficas. La segunda 
observación, deriva de la falta de datos cristalográficos con alta resolución, ya que en la región que 
ocupan, los BPs, no logran definirse en su totalidad. Sin embargo, desde el momento en el que 
obtuvimos la estructura sin ligandos, la reproducibilidad en la obtención de cristales de la variante 
TcHPRTH6 no representó ningún inconveniente, siempre que se mantuvieran las mismas condiciones 
experimentales (incluso, si el origen de los componentes de cristalización fuera diferente). Tal es el 
caso, que las 6 estructuras nuevas, logradas con la enzima, pueden ser resueltas sin mayores 
inconvenientes y brindan información que avala la estructura original reportada por nuestro 
laboratorio: 5EUC. Considerando esta información, es posible que en presencia de una concentración 
mayor de Hx, y tal vez de Mg+2, se logre obtener información sobre el correcto posicionamiento de 
los BPs, debido a que estas moléculas podrían estabilizarlos, eliminando parte del desorden 
dinámico y, contribuyendo al ordenamiento de la red cristalina.  
La estructura cristalográfica perteneciente a TcHPRTH6, que se debe considerar como una foto 
de la enzima en una posición particular, poco informa sobre los estados conformacionales que ésta 
puede alcanzar. Sin embargo, se puede extraer información relevante sobre la flexibilidad general del 
cuerpo de la molécula, que da cuenta de una estructura mayormente rígida, con dos grandes 
excepciones. La primera excepción a este comportamiento, está representada por el loop 
comprendido entre los residuos 81-92, perteneciente al sitio activo, y altamente vinculado a la 
función enzimática (Focia, et al., 1998; Monzani et al., 2007; Sinha et al., 2001). La información 
brindada en este trabajo, indica que dicho loop puede adquirir conformaciones alternativas al sistema 
abierto-cerrado reportado previamente. La segunda excepción, viene dada por la CTR, una región 
desordenada de la que prácticamente no se obtiene información electrónica. Hasta donde es posible 
definirla cristalográficamente, podemos afirmar, que la enzima posee una forma apenas ahusada, 
que estaría compensada por las interacciones que establece la CTR, la que lejos de ser una región 
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libre y sin interacción con el resto de la enzima, ha mostrado estar fuertemente vinculada a la 
estabilización de la estructura oligomérica. De aquí que, el Rh obtenido por dispersión de luz, 
concuerde con el esperado para una proteína globular de su peso molecular. 
Cuando esta región es escindida, la enzima adopta una conformación dimérica, manteniendo 
similitudes espectroscópicas, con la variante de longitud completa. A pesar de encontrarse 
presumiblemente en una conformación nativa, comparable con la de la variante tetramérica, la 
enzima truncada, presenta una actividad incrementada en un 20 %. Esta propiedad, podría estar 
asociada a la mayor exposición del sitio activo, favoreciendo la entrada de los sustratos, por ausencia 
de una región que funcionaría como tapa externa (independiente del dominio hood). O bien, al 
aumento del espacio de movilidad disponible para el loop 81-92, el que en consecuencia podría 
asistir -en principio- al PRPP, en su ingreso al sitio activo.  
Paralelamente, otra intervención sobre el estado oligomérico es lograda a bajas concentraciones 
de urea (en el rango 0-1 M). Este agente caotrópico perturba reversiblemente el equilibrio, 
desestabilizando el tetrámero y permitiendo la población de las especies monomérica y dimérica. 
Esta respuesta, que es dependiente de la concentración de enzima, podría indicar la posibilidad de 
estabilizar una forma monomérica interesante de estudiar. Análisis preliminares de actividad frente 
a 1 M de urea, indican que la especie estabilizada posee una actividad menor que el tetrámero de 
partida. Lo que a su vez podría deberse, a la estabilización de la mínima unidad funcional de la 
enzima; a la virtual ausencia de cooperatividad en la unión de los sustratos; y/o al hecho de ensayar 
la actividad en presencia de un agente caotrópico, que desestabiliza en alguna medida, a la enzima. 
En cualquier caso, aquí se abre una nueva puerta de estudio, que puede ser relevante en vistas de 
nuestro objetivo final: inhibir la actividad de TcHPRT. 
Una arista interesante al analizar la relación entre el estado oligomérico y la función, surge al 
comprender que es en la CTR, donde la enzima posee su tripéptido de localización subcelular 
(Parsons, 2004; Ullman et al., 1997; Wang et al., 2013). Siendo que la CTR es sumamente desordenada, 
que por tanto es la zona más susceptible al tratamiento con proteasas, y que posiblemente el alto 
grado de desorden facilite su entrada a la organela (aunque esto último no sea excluyente), nos 
preguntamos si existe alguna relación entre la CTR y una maduración posterior de la enzima, una 
vez alcanzado el glicosoma. En el marco de esta hipótesis, hemos mencionado que la forma 
tetramérica podría elevar la vida media de la proteína en el contexto biológico, forzando el equilibrio 
hacia su estabilización, o disminuyendo la tendencia a agregar, producto de una disminución en la 
concentración de dímero/monómero. Hasta el momento, nuestros resultados, sobre las proteínas de 
fusión GFP-TcHPRT y GFP-TcHPRTdCT, producidas en Leishmania tarentolae, indican que no existiría 
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tal maduración. Sin embargo, sería posible que el efecto fuera únicamente consecuencia inevitable de 
la fusión (en el contexto del tetrámero, las fusiones serían oligómeros de 8 subunidades, que podrían 
intervenir en la posterior maduración). A su vez, también analizamos, que la ausencia de una CTR 
tan desordenada en la secuencia de la HPRT de L. tarentolae (ver Figura 3.4, en Capítulo 3), y su 
caracterización como dímero en solución (Monzani et al., 2002), podría sugerir que la célula no 
necesitase de la maquinaria de maduración de la enzima en este contexto. Lo que consecuentemente, 
resultaría en la ausencia de procesamiento observada en nuestras fusiones. De ser este el caso, se 
plantearía un nuevo escenario, en donde dos organismos altamente relacionados se diferenciarían en 
un punto tan importante como la regulación de la actividad HPRT. A partir del análisis de esta 
información, entendimos que el modelo de estudio abre una puerta para el análisis de la regulación 
dentro del parásito de esta vía metabólica, permitiendo a su vez estudiar la enzima en un entorno 
más cercano al de T. cruzi, que el que es provisto por las bacterias. Finalmente, en cuanto al proceso 
de maduración de TcHPRT, decidimos continuar trabajando sobre cultivos de T. cruzi (que no la 
sobre-expresan). Consideramos que de futuros trabajos comparativos entre ambos microorganismos, 
podrá surgir información muy valiosa.  
Los efectores 
Paralelamente, ensayamos sobre la enzima aislada, una serie de compuestos bisfosfonatos 
(BPs) -cedidos por Gador-SA, Buenos Aires-, que mostraron un efecto bimodal, activándola a bajas 
concentraciones e inhibiéndola a concentraciones más altas. Luego de caracterizar dicha inhibición, y 
encontrar que se trataría de un mecanismo de tipo competitivo, utilizamos estos compuestos como 
herramientas para avalar nuestro nuevo modelo de actividad enzimática. Enfrentando las variantes 
tetramérica y dimérica a los BPs, pudimos demostrar que el efecto alostérico se acentúa en el 
tetrámero, coincidentemente con la idea de que la unión de un inhibidor (o PRPP) al sitio activo 
paradójicamente lleve a la enzima de un estado poco activo, a uno más activo; para luego, reducir su 
actividad a altas concentraciones (si la molécula es un inhibidor). 
No sólo utilizamos estas drogas para la validación del modelo enzimático, o para estudiar su 
efecto inhibitorio sobre la proteína aislada, sino que adicionalmente, estudiamos el efecto que cada 
BP ejerce sobre cultivos del parásito, hallando que en mayor o menor medida, se reproducen las 
tendencias vistas sobre la enzima pura. Las pequeñas diferencias entre ambos sistemas, e incluso 
entre epimastigotes, tripomastigotes, células Vero y NS0, nos hacen considerar que se trata de un 
efecto multitarget, en donde es de esperar en el caso más simple, que aquellas enzimas que compartan 
ligandos con la HPRT, sean sensibles a análogos del pirofosfato; o bien, que los efectos varíen como 
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consecuencia del diferente grado de control que la HPRT ejerza sobre la sobrevida de la célula en 
cada caso. Es por ello prácticamente imposible, ligar el efecto inhibitorio a una enzima en particular, 
estudiando un único entorno celular, por lo que nuestra propuesta en este contexto, fue generar un 
sistema en el que la única diferencia fuese la presencia o ausencia de la enzima (células NS0).  
En cualquier caso, el efecto multitarget, que actualmente está descripto sobre otras enzimas del 
parásito, (Montalvetti et al., 2001; Szajnman et al., 2003; Urbina et al., 1999), es con nuestro trabajo, por 
primera vez vinculado a la TcHPRT. Sumamos evidencias a esta afirmación, analizando el ciclo de 
vida del parásito en presencia o en ausencia de zoledronato, el inhibidor más potente de la 
proliferación de epimastigotes. Nuestros resultados indican que el BP, si bien no logra un arresto 
completo,  interfiere en el tránsito por las diferentes fases del ciclo, sugiriendo, como es de esperar, 
una acción sobre la síntesis de ADN. A partir de esta información, que podría estar vinculada con la 
TcHPRT, propusimos estudiar mediante Western Blot, si la expresión de la enzima se encuentra 
alterada en cultivos en presencia de zoledronato. Esta conducta, está actualmente siendo estudiada 
en el laboratorio.  
Tan parecidas y tan diferentes 
La variante humana de HPRT propone un panorama absolutamente revelador, en cuanto a las 
implicancias de su arreglo cuaternario sobre la actividad. En primer término, el estado tetramérico no 
resulta estar relacionado a la longitud de su CTR, ni es tan susceptible a la acción de la tripsina como 
la variante de T. cruzi. Por el contrario, la estabilización del oligómero, parece estar relacionada a su 
región N-terminal (Eads et al., 1994) dado que ésta posee una extensión aminoacídica 
apreciablemente mayor que la de otras proteínas homólogas, incluyendo la del parásito.  
El arreglo oligomérico resultante para la variante humana, es completamente diferente del de 
la variante que expresa T. cruzi. Sin embargo, llama la atención que las formas diméricas de ambos 
tetrámeros, sean perfectamente superponibles, y lo sean a su vez, con las estructuras diméricas de 
otras proteínas homólogas (Moynié et al., 2012). Esta conservación, no se limita únicamente a las 
características estructurales: los residuos catalíticos también están altamente conservados, a 
excepción del loop 81-91 (numeración de T. cruzi). Con esta información, resulta sorprendente que los 
BPs no posean efecto inhibitorio sobre la variante humana.  
  Por otra parte, hemos mencionado que en el contexto celular las respuestas pueden variar, ya 
que, al menos con los compuestos que hemos utilizado en este trabajo, el efecto no sería específico 
sobre nuestra proteína de interés. Pero también, con futuros fármacos, es necesario considerar que la 
localización subcelular es diferente, y mientras que la variante del parásito se encuentra en los 
Capítulo 7 
- 188 - 
 
glicosomas, su homóloga humana, se localiza citoplasmáticamente. Un compuesto que inhibiera 
ambas enzimas, pero que no pudiera ingresar al glicosoma, sería perjudicial para las células 
hospedadoras, y en lugar de lidiar con la infección, perjudicaría a las células que se pretenden tratar. 
Nuestros resultados sobre cultivos del parásito, hacen pensar que los BPs, en verdad logran ingresar 
al sitio, donde se localiza su proteína (o proteínas) blanco. 
A partir de aquí, cabe iniciar la caracterización de las bases moleculares, que sustentan la 
interacción proteína-ligando en los complejos que involucran a TcHPRT y HsHPRT, ya que, conocer 
en detalle sus semejanzas y diferencias, brindará la información necesaria para la obtención de los 
mejores inhibidores selectivos de la variante del parásito. Hasta el momento, no contamos con 
información cristalográfica suficiente como para afirmar o descartar ninguna hipótesis, sin embargo, 
hemos propuesto pasos a seguir en función de nuestro trabajo, que podrán ser de utilidad a la hora 
de avanzar en este campo. Como aporte adicional, predicciones computacionales indican que los BPs 
se posicionarían en una pose opuesta a la informada previamente (Fernández et al., 2004), y parece 
difícil explicar con ellos, que las diferentes potencias inhibitorias se deban a la estabilización de una 
carga positiva en el lugar donde ocurre el ataque nucleofílico, siendo únicamente, el zoledronato 
aquél que podría ubicarse en las cercanías del sitio mencionado.  
En un sentido positivo, nuestros resultados cristalográficos, muestran densidad electrónica en 
la región donde se posicionan las moléculas simuladas, y nos permiten inferir que ese es en efecto, el 
lugar donde se ubica cada BP. Sin embargo, no podemos explicar aún, en detalle las tendencias 
individuales de cada molécula, es decir, las diferencias con que cada una ejerce su efecto. En este 
sentido, hace falta mayor evidencia para explicar, por ejemplo, por qué algunos BPs poseen un efecto 
activador más pronunciado que otros. Sin embargo, considerando la propiedad competitiva de la 
inhibición, y el efecto inhibitorio en sí,  hemos propuesto una base en la capacidad de ser desplazado 
por el PRPP, que explicaría que el olpadronato fuera aquél con mayor poder activador, a pesar de 
ejercer poca fuerza inhibitoria. Del mismo modo, la inhibición del resto de los BPs, estaría afectada 
por la capacidad de del PRPP de desplazar a cada análogo, y ésta dependería de las interacciones 
establecidas por el BP posiblemente con la Hx, el Mg+2, y con los residuos del sitio activo, con mayor 
o menor fuerza según el caso. 
Un cambio de enfoque 
Al inicio de este trabajo, la mirada puramente biofísica simplificaba el entendimiento del efecto 
de los BPs en los contextos celulares, volviendo fundamental ligarlo a la proteína de interés. Validar 
(o no) tal hipótesis, se tornó en objeto de estudio a mediados de esta tesis, dado que su esencialidad 
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había sido previamente reportada, y enfatizando que la razón subyacente del trabajo, es la futura y 
no tan lejana inclusión de nuevas moléculas, sintetizadas en nuestro laboratorio (y fuera de él), que 
mimeticen el estado de transición entre productos y sustratos de la TcHPRT. Al comenzar a 
interpretar la acción de la enzima como dentro de un sistema, entendimos que encontrar compuestos 
que inhiban su actividad, si bien relevante, podría no ser esencial dentro de su flujo metabólico. En 
tal caso, moléculas que actúen sobre varias enzimas a la vez, podrían resultar más interesantes, ya 
que compensar su ausencia sería más difícil para la célula en cuestión. 
En ningún caso deja de ser pertinente, valerse del conjunto de información biofísica 
suministrada en este trabajo, para diseñar inhibidores selectivos de la enzima, o eventualmente de 
otras enzimas; caso contrario todo se reduciría a un trabajo absolutamente empírico sin base racional, 
a tientas, y con bajas probabilidades de enriquecer el conocimiento. Como se ha mencionado 
anteriormente, nuestro trabajo suma a las investigaciones de grupos como los de Urbina y Docampo, 
que han intentado establecer el uso de ciertos BPs como compuestos citostáticos de tripanosomátidos 
(no todos los BPs aquí estudiados, y no únicamente sobre T. cruzi), ligando su acción a otras 
proteínas de estudio (Garzoni et al., 2004; Urbina, 2010; Urbina, et al., 1999; Yang et al., 2015). Por otra 
parte, al considerar compuestos con efectos sobre múltiples blancos, la dificultad radica en evitar 
efectos secundarios no deseados, en el huésped humano. En este sentido, el reposicionamiento de 
fármacos, es una estrategia económica para dar nuevas respuestas a problemas antiguos. Utilizar 
drogas ya establecidas y aprobadas para su uso en humanos (en el mismo rango de dosis indicadas), 
para el tratamiento de enfermedades no consideradas inicialmente, ahorra tiempo y dinero (porque 
ya han sido aprobadas las fases de evaluación). Si bien no se trató de un objetivo específico de este 
trabajo, nosotros validamos que concentraciones del orden micromolar son eficientes para interferir 
en la progresión de un modelo de infección, y que su acción está relacionada con enzimas 
involucradas en el ciclo celular. Consideramos que estudios en modelos animales de infección, 
podrán ahondar en la eficiencia del uso de los BPs aquí estudiados para el tratamiento de la 
enfermedad, así como en la actualidad, existen reportes de análisis del efecto del risedronato (un BP 
inhibidor de la farnesil pirofosfato sintasa y la TcHPRT), en modelos de infección murina 
(Bouzahzah et al., 2005). 
 Síntesis  
Resumiendo en pocas palabras los principales logros de esta tesis: 
 La proteína es un tetrámero en solución, con un grado de compactación esperable para un péptido 
de su masa y forma. 
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 La estabilización del tetrámero está dada, principalmente, por la CTR; en ausencia de esta región, 
el tetrámero se desensambla dando lugar a dímeros. 
 El dímero es significativamente más activo que el tetrámero.  
 En el contexto del tetrámero, se resignifica el modelo de actividad, y de allí surge que existe 
cooperatividad en la unión de PRPP, que no se evidencia para Hx. 
 El mecanismo enzimático, es en realidad un sistema secuencial ordenado no estricto. 
 Los BPs se posicionan en el sitio activo de la enzima, explicando su acción inhibitoria.  
 Si bien no quedaría completamente claro el mecanismo de acción de los BPs, no parece estar 
vinculado al posicionamiento de una carga positiva en el sitio indicado previamente en 
bibliografía. 
 Los BPs actúan sobre cultivos de parásitos de modo similar a como lo hacen sobre la proteína 
pura, y retardan su ciclo celular.  
 En las mismas condiciones en las que resultan ser tóxicos para las células Vero (de mono), no son 
citostáticos de una línea murina, carente de la enzima. 
 Muy significativamente, los BPs muestran disminuido su efecto sobre la variante humana. 
Palabras finales 
La influencia de la estructura oligomérica sobre la conformación proteica, domina la ciencia de 
las proteínas. En este contexto, resulta fascinante el hecho de que regiones que aparecen 
desordenadas ejerzan influencia en el arreglo cuaternario y jueguen un rol modulador sobre la 
actividad enzimática. La comunicación entre las diferentes subunidades, puede explicar, y sobretodo 
predecir, la respuesta ante moléculas efectoras; y ésta puede variar dependiendo de sutiles 
diferencias secuenciales entre homólogos. Por su parte, los sistemas biológicos también son 
asombrosos, desde que involucran una gran interrelación de variables y efectos recíprocos entre los 
distintos componentes de un mismo sistema. Trabajar en conjunto sobre todas estas ramas de la 
ciencia, nos permitió realizar el Estudio de la Relación Estructura-Función y Acción de Moléculas 
Efectoras, Sobre la HPRT de Tripanosoma cruzi aquí presentado, que esperamos amplíe el conocimiento 
sobre una enzima esencial para la supervivencia del parásito. 
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bp: (en relación a los clonados) pares de bases 
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TcHPRTH6: Variante con cola de 6 histidinas en su CTR 
Hx: Hipoxantina 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
PRPP: Fosforribosil pirofosfato 
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Capítulo 8 
 
Complementos 
 
A lo largo de este capítulo se presentarán las técnicas y estrategias complementarias para la 
realización de la tesis. Si bien, en su mayoría se trata de técnicas de rutina, cada una presenta su 
propia complejidad y forma de resolución. Sobretodo, se incluyen en esta sección, las estrategias 
de clonado para la obtención de cada una de las variantes de TcHPRT utilizadas en este trabajo.  
Alcanzar el manejo de estas técnicas, fue al igual que lo expuesto en los capítulos anteriores, 
un desafío durante la Tesis (sobretodo al inicio). Sin embargo, considerando que en su mayoría 
son técnicas de rutina y/o que afectaban la fluidez en la lectura del trabajo, decidimos no 
incluirlas en los capítulos correspondientes. Aquí se encuentran distribuidas según su primera 
utilización. 
Capítulo 2 
Construcción de las variantes de TcHPRT  
Para realizar las diferentes construcciones de la HPRT de Trypanosoma cruzi (TcHPRT), se 
utilizó como molde de partida, la secuencia codificante de la enzima gentilmente cedida por el 
Dr. S. Craig III. En cada caso se amplificó por PCR (reacción en cadena de la polimerasa, por sus 
siglas en inglés), el fragmento de aproximadamente 666 pares de bases y se lo transfirió a un 
nuevo vector, que se detalla según la necesidad. 
El plásmido pGemT, es un vector de clonado, comercial y linealizado con la enzima EcoRV, 
al que posteriormente se le introdujo una timina en sus extremos 3’. Esta modificación, permite 
compatibilizar fácilmente con productos de PCR, previamente modificados con una adenina en 
5’. Una vez que se realiza la ligación, la construcción es internalizada en bacterias, que serán a su 
vez sencillamente identificadas, utilizando la capacidad de resistir al antibiótico ampicilina, 
adquirida con el plásmido. Adicionalmente, es posible discernir entre colonias que adquirieron la 
construcción, de aquellas que únicamente poseen el plásmido religado sobre sí mismo, por medio 
de un análisis visual del color de las colonias creciendo en presencia de IPTG y X-Gal. Si pGemT, 
autoreliga sin presencia de ligando, se expresará la β-galactosidasa, generando un producto 
coloreado que tornará de color azul a la colonia; por el contrario, si el inserto logra interrumpir el 
gen de la enzima, se bloqueará la hidrólisis del sustrato y la colonia tendrá un aspecto blanco. De 
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esta manera, no sólo se obtienen fácilmente las construcciones deseadas, sino que además la 
estrategia permite liberar el inserto, utilizando las enzimas de restricción incorporadas por PCR, 
lo que asegura que cada inserto tenga los extremos cohesivos correctos. Esta última información 
es relevante, ya que no todas las enzimas de restricción logran actuar sobre sus blancos, cuando 
estos se encuentran lineales o son demasiado cortos (como cuando se ensaya el corte sobre un 
producto de PCR). Así, el inserto liberado, indicará que ambos extremos han sido perfectamente 
digeridos por la enzima. 
   Por su parte, como vector de expresión, el plásmido pET22B permite obtener la TcHPRT 
mediante su  inducción por IPTG (o lactosa), y facilita su purificación al incorporar en su CTR, 
una cola de 6 histidinas (llamaremos a esta variante TcHPRTH6); a su vez, incorporando en el 
diseño de los primers un codón de terminación, es posible generar una variante silvestre, sin cola 
de histidinas (TcHPRT).  
Diseño experimental 
A continuación se presenta la estrategia experimental llevada a cabo para la obtención de 
ambas variantes, TcHPRT y TcHPRTH6. Estas construcciones servirán de base para obtener las 
diferentes mutantes en las siguientes secciones. 
Como mencionamos anteriormente, decidimos utilizar los plásmidos comerciales pGemT y 
pET22b. Como primer paso, seleccionamos las enzimas de restricción con las que trabajar, ya que 
en función de esta información se desarrollan los primers que se requieren para el proceso de PCR. 
Analizando el sitio de clonado del plásmido pET22b (Figura C.1), se puede observar que para la 
incorporación de la cola de histidinas (que provee el plásmido), la opción más acertada es utilizar 
las enzimas NdeI y XhoI. Sin embargo, en la secuencia codificante de la TcHPRT, se encuentra un 
sitio de corte para NdeI, lo que implica que una digestión en presencia de esta enzima, llevaría a 
la obtención de una proteína de 24 residuos, en un marco de lectura incorrecto.  
 
Figura C.1. Mapa del sitio de clonado del plásmido pET22b. Se señalan las enzimas de restricción más 
relevantes para nuestro trabajo, el sitio de unión del ribosoma (rbs), y la secuencia de histidinas que se 
incluye en la variante TcHPRTH6. 
Es así, que decidimos insertar un sitio para XbaI, en lugar del sitio NdeI: pero una vez 
tomada tal decisión, observamos que sobre la secuencia del plásmido, se encuentra la secuencia 
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rbs (sitio de unión del ribosoma), indispensable para que ocurra la traducción proteica, entre estos 
dos sitos de restricción. Como el inserto remplazaría la información entre los sitios XbaI y XhoI, la 
secuencia de unión al ribosoma sería también reemplazada. Debimos entonces, diseñar un primer 
lo suficientemente grande, como para no perder esta región. Sin embargo, tal primer tendría una 
temperatura de hibridación demasiado alta (en pos de no generar estructuras secundarias), por lo 
que la estrategia definitiva, fue realizar dos primers cortos, que se superpusieran en una región y 
permitieran producir la secuencia de ADN deseada, en sólo dos pasos de PCR (Figura C.2). 
De este modo, definimos dos eventos de PCR (Figura C.2), en el primero de los cuales 
(PCR1), el primer Fw1 solapa parcialmente con la secuencia codificante de la TcHPRT, y agrega 
una primera parte de la extensión requerida para la unión del ribosoma. Esta PCR, a su vez, 
agrega en el extremo opuesto, el sitio de corte de la enzima XhoI, y según el primer utilizado, se 
introduce (o no) el codón de terminación, lo que evitará (o no), la introducción de la cola de 
histidinas en la región C-terminal (CTR) de la molécula. Una vez finalizada la reacción, se 
purifican los fragmentos generados y se utilizan como molde del segundo evento de PCR (PCR2). 
Esta reacción (Fw2), completa la extensión requerida, y agrega el sitio de restricción de XbaI.  
 
Figura C.2. Estrategia de clonado. Una vez generado por PCR el inserto con los sitios XbaI y XhoI, se le 
realiza un A-tailing, y se procede a la ligación del inserto a pGemT. Seguidamente, se libera el fragmento de 
interés, utilizando las enzimas de restricción previamente seleccionadas, y se realiza la misma actividad 
sobre el plásmido final (el vector de expresión). Finalmente, se ligan los dos productos de digestión, y se 
procede a la transformación bacteriana.  
Capítulo 8   
- 198 - 
 
Antes de realizar la ligación a pGemT, es necesario compatibilizar los extremos, 
adicionando una adenina en sus regiones 5’ (ver más adelante). Seguidamente, y una vez en 
pGemT, se realiza la digestión utilizando las enzimas XbaI y XhoI, tanto sobre la construcción 
pGemT::hprt, como así también sobre el plásmido pET22b, preparándolo para la ligación 
posterior, y otorgándole a ambas moléculas extremos cohesivos que aumentan la probabilidad de 
éxito de la ligación. Esta ligación final, rendirá la molécula pET22b::hprt deseada. 
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Para obtener las secuencias codificantes de cada una de las variantes de la HPRT, se 
realizaron las PCRs, en un equipo Mastercycler Gradient Eppendorf. En la Tabla C.1, se detallan los 
primers y las cantidades de material utilizado para la amplificación. Para este tipo de reacciones, 
se dispone de una gran variedad de polimerasas que derivan de organismos termófilos, con su 
máximo de actividad a 72 °C, entre ellas se encuentran las variantes de Thermus aquaticus 
(polimerasa Taq), Pyrococcus furiosus (Pfu), Thermococcus litoralis (Vent) y Thermus thermophilus 
(Tth). Generalmente, para los controles se emplean polimerasas muy procesivas (como la Taq), y 
para la amplificación que posteriormente se insertará en los vectores, se utilizan otras, capaces a 
su vez de hacer corrección de errores (como Pfu, Vent). 
Tabla C.1. Condiciones de reacción de las PCRs 1 y 2 para ambas variantes. 
 
* Como molde se utilizó una construcción previa (PCR1), o el producto purificado de PCR 1 (PCR2). 
Subrayado, sitio para la enzima de restricción correspondiente, NdeI (Fw1), XbaI (Fw2) y XhoI (ambos Rev). 
Itálica y negrita, codón de terminación que impide la inclusión de la cola de histidinas. 
Para el desarrollo de estas PCR, se utilizaron ciclos especiales, definidos en base a la 
temperatura de melting de cada primer (Tabla C.2). Para la PCR1, se realizó una primera 
desnaturalización inicial a 94 °C, por 3 minutos, que asegura la separación completa de las hebras 
de ADN molde. Seguidamente, se procedió a realizar 30 ciclos desnaturalizando a la misma 
temperatura, hibridizando las hebras y los primers por 40 segundos a 60 °C, y extendiendo la 
secuencia por acción de la polimerasa, durante 1 minuto a 68 °C. Finalmente, se realizó una 
última elongación a la misma temperatura por 10 minutos. Una vez obtenido el producto de PCR, 
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se sembró en un gel de agarosa 1.2 %, de modo de separar la muestra de ADN molde, de lo 
amplificado, y purificar también de otros contaminantes, como los dímeros de primers. Luego de 
la corrida electroforética, se cortó el taco con bisturí estéril, y se procedió a la purificación de la 
muestra (QIAGEN).  
En el caso de la PCR2, los pasos de ciclado fueron esencialmente los mismos, con la 
salvedad de que se realizaron primero, 5 ciclos a una muy baja temperatura de hibridación, de 
modo de asegurar la amplificación ya que el producto de partida era la PCR1 purificada y se 
encontraba en baja concentración. En este punto, como la única secuencia es la producida por la 
PCR1, la probabilidad de pegado inespecífico es baja, lo que permite realizar el ciclado a baja 
temperatura de hibridación.  
Tabla C.2. Ciclos térmicos de las PCRs. 
 
Una vez obtenida la segunda PCR, el procedimiento es similar, purificando el producto 
de PCR para su posterior ligación al vector de clonado. Al final la purificación, se realizó una 
comprobación del material genético obtenido, mediante una corrida electroforética en un gel 
de agarosa 1 % (Figura C.3).  
Este producto de PCR (sólo el de PCR2), fue a continuación, sometido al proceso 
conocido como A-tailing, que incorpora una adenina en sus extremos 5’. 
 
Figura C.3. Purificación de PCRs. Se presentan las bandas correspondientes a los productos de las PCR2 de 
TcHPRT (PCR2) y de TcHPRTH6 (PCR2H6), y PCR1 de TcHPRTH6 (PCR1H6). Las mismas presentan una 
corrida electroforética correspondiente a 722 bp, 719 bp, y 696 bp, respectivamente. 
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Digestiones, ligaciones y auxiliares 
El A-tailing, se realizó incubando las muestras de PCR2 con dATP y la polimerasa Taq, que 
permite la incorporación de la base en la posición 5’, sin la necesidad de tener una hebra molde. 
Las muestras se incubaron por 30 minutos a 70 °C. Las condiciones de reacción para la ligación de 
los insertos de las PCR2 de ambas variantes al plásmido pGemT, se detallan en la Tabla C.3. Una 
vez pasado el tiempo de incubación (16 hs, a 4 °C), se utilizó la ligación para transformar 
bacterias E coli JM109 (o Top10), por electroporación (ver más adelante). Luego de la incubación 
indicada, se seleccionaron algunas colonias, posibles positivos de la transfección (colonias 
blancas) y se realizó sobre ellas un ensayo de confirmación (colony PCR, ver más adelante). 
Finalmente, se purificó el plásmido de una colonia positiva (miniprep) y se lo digirió con las 
enzimas de restricción indicadas, XbaI y XhoI, por el término de 2 hs a 37 °C (Figura C.4). 
Paralelamente, se realizó la misma digestión sobre el plásmido pET22b. 
 
Figura C.4. Producción y purificación de los productos de PCR digeridos. Gel de agarosa 1.5 %; la 
liberación de un fragmento de 700 pb, se considera resultado positivo del proceso de corte. (L) Se señala la 
banda correspondiente a 500 pb del ladder. (1 y 2) Como control, se utilizaron 1 µl de cada construcción 
pGemT::hprt, sin digerir. (3 y 4) Mismas muestras, incubadas por 2 hs a 37 °C con las enzimas de 
restricción. Se observan los fragmentos linealizados de pGemT (bandas superiores), y la liberación de los 
insertos de hprt (bandas de bajo número de bases, mayor al ladder). 
Una vez obtenidos los fragmentos de PCR y el vector pET22b, con sus extremos cohesivos, 
se procedió a la ligación de los mismos, por un lapso de 16 hs, a 4 °C. En la Tabla C.3, se 
muestran los reactivos y sus relaciones para cada una de las actividades indicadas, A-tailing, 
ligación a pGemT, digestión con las enzimas de restricción, y ligación a pET22b.  
Una vez obtenida la construcción final, se realizan los mismos controles que con la 
construcción anterior sobre pGemT, ligación para transformar bacterias JM109 por 
electroporación, selección de colonias positivas, colony PCR, purificación por miniprep y digestión 
con las enzimas de restricción para corroborar la presencia del inserto en las construcciones. 
Cabe destacar, que estas digestiones se realizan en un volumen menor que el indicado en la tabla 
para las digestiones preparativas (20 µl finales). 
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Tabla C.3. Condiciones de reacción de cada procedimiento 
 
Cada buffer responde a la enzima utilizada y la composición 1 X es determinada por el comerciante.  
Buffer* se utilizó el buffer React 2, común a ambas enzimas.  
ADN* varía según la construcción, y es la misma composición al tratarse del plásmido vacío pET22b 
Ligación pGemT::hprt relación vector:inserto 1:3, pET22b::hprt 1:4. 
Obtención de Competentes para Electroporación 
Antes de proceder a la transformación de las bacterias, es necesario acondicionarlas para tal 
fin; en este trabajo, se aplicó el mismo protocolo para todas las cepas de E. coli utilizadas (Top10, 
JM109 y BL21). Se inocularon dos cultivos de 50 ml de LB (Luria Bertani) con las bacterias 
deseadas, y se permitió el crecimiento durante 16 hs a 37 °C, en agitación permanente, a 180 rpm 
(Shaker Sontec). Posteriormente, con dichos cultivos se inocularon otros dos, de 1000 ml de LB, los 
que permanecieron en las mismas condiciones crecimiento hasta alcanzar una DO600 de 0.6. Una 
vez terminada la incubación, se pasaron las células a hielo durante unos 15 minutos, momento en 
el cual se centrifugó (Sorval Instruments, RC5C) a 5000 rpm, 4 °C, durante 10 minutos. 
Bajo esterilidad, el pellet fue lavado en tres ocasiones con glicerol 10 % v/v (400, 250 y 100 
ml). En cada paso de lavado las condiciones de centrifugación fueron las mismas y la 
resuspensión del pellet se realizó en hielo. Luego del último lavado, se resuspendieron las células 
en 1 ml de la misma solución y se fraccionó en alícuotas de 100 µl, y se almacenó a -80 °C. 
Para comprobar la calidad transformante se utilizó un plásmido súperenrollado control, 
cuantificado. Luego de permitir el crecimiento, se calculó el número de unidades formadoras de 
colonias (UFC); los valores hallados, para ser considerados aptos debían encontrarse en el orden 
de 108-109 UFC µg-1 de plásmido para JM109 y Top10, y 107 UFC µg-1 para BL21.  
Protocolo de electroporación 
Se tomaron aproximadamente 100 ng µl-1 de ADN (no más de 2 µl), y se depositaron en los 
100 µl de bacterias competentes. Se dejó incubar 60 segundos en hielo y se colocó la mezcla en la 
cuba para electroporación (voltaje 2.5, capacitancia 25). 
Inmediatamente luego de electroporar, se agregaron 900 µl de SOC y se incubó a 37 °C y 
190 rpm, por el término de 1 hora, pasada la cual se sembraron 100 µl en placas de Petri con ágar 
del medio necesario para la selección. Una estrategia adicional consistió en centrifugar el resto de 
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las bacterias a 5000 rpm, 3 minutos, resuspender en 100 µl del medio y sembrar en las placas todo 
el contenido. 
Colony PCR 
Como método inicial de verificación de clones, se utilizó el protocolo de colony PCR. Este 
método, consiste en picar colonias crecidas en una placa con ágar, luego de la transformación, y 
realizar sobre ellas una PCR que incluye primers correspondientes al ORF y otros externos, 
pertenecientes al plásmido. La amplificación de una banda del tamaño esperado, será indicio de 
que las células han incorporado la construcción, en lugar de ser resistentes al antibiótico por 
incorporar el plásmido religado. En nuestro caso utilizamos sólo los primers Fw y Rev del ORF de 
la HPRT, considerando que de esta manera, y mediante la utilización de antibiótico, para el cual 
los plásmidos son resistentes, es posible diferenciar entre las bacterias que religaron el plásmido y 
las que efectivamente incluyeron la construcción. 
En el caso de la construcción pET22b::hprt, se seleccionó un número al azar de colonias para 
realizar el análisis, en cambio, las colonias de bacterias contenedoras de la construcción 
pGemT::hprt fueron seleccionadas utilizando el sistema XGal-βgal. Como se mencionó 
anteriormente, el vector pGemT se encuentra linealizado en el ORF de la β-galactosidasa; las 
bacterias que incorporen un plásmido religado, expresarán la enzima, y en presencia de X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) se verán azules. Las que hayan incorporado la 
construcción se verán blancas. La colony PCR, se realizó sobre colonias que en esta condición se 
veían blancas. 
En la Tabla C.4, se indican las cantidades de cada reactivo y la muestra que se utilizó para 
realizar cada control. Ya que la identificación positiva depende, en nuestro caso, de la aparición 
de una banda de 700 bp, se realizó un control positivo (C+) utilizando como muestra de partida 
20 ng de la PCR 2 en un caso,  y en el otro, la misma cantidad del plásmido cedido por el 
Dr. Craig III. La primera muestra, permite informarnos sobre el correcto funcionamiento del 
ciclado (respecto a ciclos de temperatura, o la presencia de los reactivos), e incluso, da idea del 
tamaño exacto de la banda esperada, ya que se utilizan los mismos primers que en el resto del 
ensayo. En tanto que la otra muestra, es un control externo de la PCR, por si hubiese un error en 
la siembra de la anterior y la visualización positiva no correspondiera a un producto de una 
nueva PCR, sino por ejemplo, a una siembra abundante de la muestra de origen (PCR2). A su vez, 
se realizó un control negativo (C-), utilizando un plásmido vacío o bien un plásmido con una 
construcción diferente; este control, permite extraer información sobre errores en el ciclado que 
permitan la hibridación de los primers en otras regiones no tan específicas. Finalmente, se realizó 
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un control de reactivos (CR), que permite analizar la presencia de posibles contaminantes en los 
reactivos, que proporcionen una PCR positiva.  
Una vez finalizada la reacción, se analizaron las muestras mediante la visualización de una 
corrida electroforética en un gel de agarosa 1.2 %.   
Tabla C.4. Condiciones de reacción de colony PCR.  
 
C- control negativo, se trata de muestra heteróloga para descartar unión inespecífica de los 
primers; en el caso de pGemT, se puede usar también una colonia azul. C+, control positivo, se 
trata de una muestra de la PCR2, y del plásmido cedido por Dr. Craig III. CR, control de reactivos, 
no lleva muestra (ADN), para descartar contaminaciones en los reactivos. 
Minipreps 
Una vez seleccionados los clones positivos, tanto de las construcciones pGemT::hprt, como 
de pET22b::hprt, se realizaron minipreps para la obtención en gran escala del material genético de 
interés, que permitiera el trabajo posterior (las digestiones para obtener el inserto de pGemT, o 
bien, la transformcaión de la cepa de expresión con pET22b).  
Como se mencionó con anterioridad, el clonado se realizó en Escherichia coli, utilizando la 
cepa JM109. Esta cepa no posee actividad β-galactosidasa (lo que la convierte en apta para el 
trabajo con el vector pGemT), es también endonucleasa deficiente (lo que aumenta el rendimiento 
de una miniprep) y es ΔrecA (lo que aumenta la estabilidad del inserto). Cuando se trató de las 
ligaciones en pET22b, en ocasiones se utilizó la cepa Top10. 
Finalmente, para la obtención de cada plásmido, se utilizó el kit de minipreps Promega. Para 
ello se precisó de un cultivo previo, de 5 ml, de las bacterias seleccionadas, y se siguieron los 
pasos indicados por el fabricante.  
Ensayo de expresión 
Una vez detectadas por colony PCR, las colonias positivas para las construcciones 
pET22b::hprt, se realizó un cultivo de 10 ml de un representante de cada construcción (TcHPRT, o 
TcHPRTH6). Seguidamente, se almacenó 1 ml en presencia de 10 % glicerol a -80 °C, y se realizó la 
obtención del ADN plasmídico del resto del cultivo. Finalmente, se transformaron bacterias de la 
cepa de E. coli, BL21 (DE3), con cada construcción, a fin de poder expresar las proteínas de interés. 
La utilización de la cepa BL21 tiene como ventaja su deficiencia en ciertas proteasas como Ion y 
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OmpT, lo que aumenta las posibilidades de que la proteína de interés permanezca estable en el 
interior celular. Sin embargo, posee la desventaja de ser pobremente eficiente en la 
transformación, lo que vuelve necesario realizar este procedimiento suministrando una gran 
cantidad de ADN. Por tal motivo, previamente a la transformación, es necesario realizar la 
ligación del vector de expresión y del producto de PCR (pET22b::hprt) en otra cepa (por ejemplo, 
JM109), realizar la purificación de la construcción lograda (minipreps) a partir de esa cepa y 
transformar BL21 con el producto de la miniprep. 
 Esta nueva transformación, se analiza de la misma forma comentada anteriormente 
(colony PCR), sin embargo, una vez detectados los clones positivos, se debe estudiar la capacidad 
de la cepa de expresar la proteína de estudio. Para ello se realizó un ensayo de expresión, 
utilizando un cultivo de 4 ml de las células, incubado 16 horas a 37 ˚C, en agitación permanente 
de 180 rpm. Con 1.5 ml de dicho cultivo se inoculó un erlenmeyer de 15 ml suplementado con 
ampicilina 100 μg ml-1 y se permitió el crecimiento hasta una DO600 de 0.9 (entre 0.8 y 1). En ese 
momento, se indujo la expresión con 1 mM de IPTG (o lactosa 1 %),  y a continuación, se tomaron 
muestras de 1 ml a cada hora, hasta las 5 horas (se tomó la primera muestra en el momento de la 
inducción).  
Como puede verse en la Figura C.1, la expresión de los péptidos de interés, es dependiente 
del promotor de T7, reconocible por la RNA polimerasa de T7. La cepa de expresión BL21, 
contiene en su cromosoma ADN del bacteriófago DE3 (BL21 DE3), el que a su vez contiene el gen 
codificante para la RNA polimerasa de T7, regulado por el operador del gen lac, inducible por 
lactosa (o su análogo no hidrolizable, IPTG). Asimismo, en pET22b, el promotor de T7 está 
también regulado por el operador lac. De esta manera, tanto la síntesis de las proteínas de interés, 
como la de la RNA polimerasa, se encuentran inhibidas en ausencia de lactosa, y es sólo en 
presencia de esta (o de su análogo), que el represor del operador se libera, permitiendo la 
transcripción de tales genes.  
Una vez colectadas las alícuotas durante las 5 horas experimentales, se centrifugó cada 
muestra a 7 rpm por 3 minutos y el pellet se resuspendió en 100 μl de buffer de siembra (Tris HCl 
125 mM, SDS 4 %, glicerol 20 %, β-mercaptoetanol, pH 6.8). Seguidamente, se dejó incubar cada 
preparado por 15 minutos a 99 °C (Figura C.5). 
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Figura C.5. Ensayos de expresión de TcHPRTH6. Se indican las horas de incubación a partir de 
la inducción. (0) Indica el momento de la inducción. (1 a 5) Corresponden a las horas 
posteriores a ella. Se puede observar, cómo con el paso de las horas, una banda 
correspondiente a 26 kDa, aumenta su expresión. 
Secuenciación 
A continuación, las construcciones que demostraron expresar las variantes TcHPRT y 
TcHPRTH6, fueron enviadas a secuenciar para descartar posibles mutaciones. En la Figura C.6, se 
presenta un alineamiento de los resultados de secuenciación, junto con la secuencia de la proteína 
codificada en el plásmido cedido a nuestro laboratorio (TcHPRT, cristal 1TC2).  
Figura C.6. Secuencia de las variantes clonadas. Como puede observarse no ocurrieron modificaciones 
respecto de la secuencia consenso. La variante TcHPRTH6 posee efectivamente la cola de histidinas 
(subrayado en negrita), con la que además se incorporaron dos residuos extra (leucina y glutamato), 
derivados del sitio de corte de la enzima XhoI (ver Figura C.1). Se puede observar que ambas variantes 
poseen la señal de importación a glicosoma en su CTR (óvalo gris). 
Medios 
Ambos plásmidos, pGemT y pET22b poseen resistencia a ampicilina, la cual fue incluida en 
todos los medios de cultivo en una concentración final de 100 μg.ml-1. En la Tabla C.5, se detalla 
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la composición de cada medio utilizado. LB es el medio utilizado tanto para ensayos de expresión 
como para la expresión a gran escala. 
El medio que incluye X-Gal, es el utilizado para la selección de las colonias que 
incorporaron las construcciones con el plásmido pGemT. 
Tabla C.5. Composiciones de los medios de cultivo utilizados. 
 
Todos los medios fueron esterilizados antes de usar. X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-
galactopiranósido; IPTG: isopropil-β-D-tiogalactósido.  
Geles de agarosa y poliacrilamida 
Tanto para la obtención de fragmentos de ADN como para el análisis de los diferentes 
pasos de clonado y la visualización de proteínas, se utilizaron las técnicas de separación en gel. 
Las técnicas involucran agarosa para la separación de moléculas de ADN, y poliacrilamida, para 
la separación de proteínas. A continuación se detallan los protocolos de preparación y armado. 
Agarosa 
La visualización de productos de PCR, se llevó a cabo en geles 1,2 % de agarosa; el 
seguimiento de plásmidos, en 1 %; y la separación de digestiones  en agarosa 1,5 %. En cada caso 
se pesó el volumen correspondiente al porcentaje deseado (masa en volumen), y se disolvió en el 
volumen correspondiente de buffer TAE (Tris base 40 mM, ácido acético glacial 20 mM, EDTA 
1 mM, pH 8). Seguidamente se disolvió calentando 2 minutos en microondas. Una vez tibio, se 
adicionó 4 μl de bromuro de etidio; se homogeneizó y distribuyó en la cama de solidificación, y se 
posicionaron los peines para formar las calles. 
Poliacrilamida 
Para el gel de corrida (o Running) se usó un volumen final de 10 ml, y para el de siembra (o 
Stacking), 5 ml. Se prepararon soluciones madre de cada buffer, en una concentración 5 veces 
superior a la de uso final. Estas concentraciones 5X involucran: Tris 25 mM, glicina 250 mM y 
SDS 0.1 %, para el buffer de corrida; Tris 650 mM, SDS 0.5 % y pH 6.8, para el stacking buffer; 
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Tris 2 M, SDS 0.5 %, pH 8.8, para el running buffer y los porcentajes de acrilamida 4 % T 3 % C 
para el stacking, y 16 % T 3% C, para el running. 
Además se adicionó 6.6 % final de glicerol a la preparación del gel de corrida. En la 
preparación de ambos geles, se utilizaron 50 μl de APS 10 % masa en volumen y 10 μl de TEMED 
puro. 
Expresión de las proteínas 
El día previo a la expresión, se inoculó un cultivo de 200 ml de LB (SIGMA) conteniendo 
ampicilina a 100 µg.ml-1, con las cepas de E. coli BL21 donde se encontraban los plásmidos 
correspondientes a cada una de las variantes (se inocularon dos cultivos, uno para cada variante). 
Se dejó crecer 16 hs (ON) en agitación (180 rpm) a 37 °C.  
El día de la expresión se inocularon cultivos de 1000 ml del mismo medio, con 25 ml de 
cada uno de los cultivos del día previo (DO600 5.25). Se dejó crecer a 37 °C, en agitación (180 rpm) 
hasta alcanzar una DO600 de 0.9. En ese momento se procedió a la inducción con IPTG 1 mM final 
y se continuó con la agitación durante 4 horas. Pasado ese tiempo, se centrifugó a 4 °C durante 20 
minutos y 5000 rpm, y las células colectadas se almacenaron a -20 °C. 
Purificación de TcHPRTH6 
Una vez expresadas las proteínas, se resuspendió la muestra bacteriana en buffer 
Tris-HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 8, y se procedió a la lisis celular mediante sonicación. Si bien 
la purificación se llevó a cabo en la mayoría de las ocaciones, en buffer Tris-HCl, también se puso 
a punto la purificación en presencia de buffer fosfatos (Na2HPO4 y NaH2PO4, 50 mM, pH 8).  
Luego de centrifugar en frío a 10000 rpm, se sembró el sobrenadante en la matriz de 
pseudoafinidad, Ni2+-NTA-agarosa de 7 ml, previamente equilibrada en buffer Tris-HCl 20 mM, 
pH 8, NaCl 100 mM. El lavado se realizó con 50 ml del mismo buffer, con el agregado de 30 mM 
de imidazol, lo que desprende las moléculas levemente afines a la resina. Seguidamente, se 
procedió a la elución de las proteínas, con 150 mM de imidazol, en alícuotas de 2 ml. En los casos 
en los que se utilizó imidazol, el pH de las muestras debió ser ajustado, ya que la molécula tiende 
a subirlo. Del mismo modo, no fue posible seguir la elución por absorbancia, ya que el imidazol 
absorbe a 280 nm. En lugar de ello, se analizaron las muestras por SDS-PAGE, incluyendo tanto 
las alícuotas de elución, como la fracción soluble y una muestra del lisado (para corroborar que la 
enzima no se encontraba en cuerpos de inclusión). En la Figura C.7, se muestra una elución típica 
de la TcHPRTH6. 
Considerando que luego de la elución, las muestras contienen una gran cantidad de 
imidazol, decidimos retirarlo, dado que podía llegar a inestabilizar la proteína o simplemente 
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acelerar su precipitación (se ha visualizado una inducción a la precipitación de manera veloz a -
20 °C, y más lenta pero detectable a 4 °C). Se dializó la proteína en dos pasos, en 1 litro y 1 litro 
(cada uno durante 10 hs), del mismo buffer de trabajo, pero en ausencia de imidazol 
(Tris-HCl 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM). Una vez terminado el proceso, la proteína se almacenó a 
4 °C o a -20 °C por períodos cortos de tiempo (no más de 2 semanas). 
 
Figura C.7. Elución con 150 mM de imidazol. Elución en un paso de TcHPRTH6. (2 a 15) Fracciones de 2 ml 
cada una de la elución de la enzima. (M) Marcador de peso molecular. La proteína se obtiene con alto grado 
de pureza. 
Purificación de TcHPRT 
Esta variante, se purificó por medio de cromatografías de intercambio iónico y de exclusión 
molecular. Se lisaron las células tal como fue descripto para la variante TcHPRTH6. Seguidamente, 
se centrifugó el lisado y se sembró el sobrenadante en la matriz DEAE, de intercambio iónico de 
10 ml, previamente equilibrada en buffer Tris-HCl, pH 8. Se observó que la proteína no es retenida 
por la matriz, o que lo hace con muy baja afinidad, pero eliminando en este paso gran parte de los 
contaminantes, que quedan retenidos en la matriz. A su vez, si bien parte del ADN es retenido 
por la matriz, la fracción de proteínas no retenidas por la columna (entre ellas TcHPRT), posee 
una contaminación significativa de ADN de diferentes tamaños. Para retirarlo, utilizamos una 
precipitación en frío, con sulfato de amonio 70 % (http://www.encorbio.com/protocols/AM-
SO4.htm). Una vez agregado el sulfato de amonio, se dejó incubar unos minutos en agitación, y se 
centrifugó 30 minutos a 15000 rpm. Posteriormente se resuspendieron las proteínas, en buffer 
Tris HCl 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM. A continuación, se sembró la muestra resuspendida, en 
una columna de exclusión molecular G100, previamente equilibrada con el mismo buffer 
(Figura C.8).  
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Figura C.8. Purificación TcHPRT. A la izquierda se indican las fracciones correspondientes al pasaje por la 
matriz de intercambio DEAE, en primer lugar se presenta la siembra del sobrenadante de lisis (S), y a 
continuación la muestra no retenida por la matriz (NR). En este caso puede observarse que la enzima no 
logra ser retenida por la matriz. A la derecha, se presenta luego de una precipitación con sulfato de amonio, 
la elución de una filtración en gel (G100). M, indica los marcadores de peso molecular.  
Estudios conformacionales 
En líneas generales, todas las técnicas descriptas a continuación fueron explicadas en el 
cuerpo de la Tesis. Sin embargo, es necesario realizar una revisión de algunas de ellas, incluyendo 
ciertos detalles faltantes. Cabe destacar, que no se incluirán todas las técnicas utilizadas en el 
trabajo, sino tan solo aquellas que merezcan alguna mención. 
Estructura secundaria y terciaria por dicroísmo circular  
La estructura proteica fue estudiada mediante dicroísmo circular, utilizando un 
espectropolarímetro Jasco 810 (Jasco J-810 Spectropolarimeter) provisto con celda Peltier para poder 
realizar rampas térmicas y determinaciones a temperatura fija.  
Para los espectros en el UV lejano (190-260 nm) que permiten estudiar la estructura 
secundaria, se utilizó una concentración proteica de 10 μM y una celda de cuarzo de 0.1 cm de 
paso óptico. Para analizar el entorno de los aromáticos en el contexto de la estructura terciaria de 
la proteína, se realizaron espectros en el UV cercano (240-340 nm) utilizando una concentración 
de proteína de 25 μM y una cubeta de 1 cm de paso óptico. Los buffers fueron filtrados y cada 
espectro fue adquirido en un total de 5 veces a 25 °C y a una velocidad de lectura de 20 nm min-1 
en cada región. Tales espectros fueron posteriormente promediados y los resultados finales se 
expresaron en unidades de elipticidad molar. 
Segunda derivada 
El procedimiento consistió en realizar 10 barridos de absorción a intervalos de 0.1 nm entre 
240 y 340 nm de las muestras (enzimas y patrón) a 25 °C y una velocidad de escaneo de 
20 nm min-1, utilizando el equipo Jasco V-550 UV-visible. Las  muestras proteicas fueron 
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preparadas en una concentración de 10 mM. Se uitilizó N-acetil-tirosin-amida (NAYA) como 
referencia de un entorno polar para el aminoácido tirosina.  
Los espectros obtenidos fueron promediados, y posteriormente se calculó la segunda 
derivada de cada uno. De esta manera se pusieron en evidencia los picos λ1 y λ2, que informan 
acerca del entorno de las tirosinas en ambas variantes. 
Estado oligomérico 
El estado de oligomerización fue determinado con un equipo de dispersión de luz de 
ángulo múltiple (MALS, por sus siglas en inglés), asociado a una columna de FPLC (Superdex TM 
200 10/300 GL, o Superosa 12, bomba Waters 501 HPLC) y un detector UV (Jasco UV2075 plus). El 
radio hidrodinámico (Rh) se calculó por medio del módulo dinámico del equipo (DLS) (Wyatt 
Technology). 
Se utilizaron muestras de las proteínas en estado nativo en buffer Tris-HCl 20 mM, 
NaCl 100 mM, pH 8. Para realizar el experimento, se sembraron las proteínas en una de las 
matrices de filtración mencionadas anteriormente, que permite la separación entre especies de 
mayor y menor tamaño para una mejor determinación del peso molecular y a cuya salida se 
encuentra la entrada al equipo de dispersión. Previamente a la siembra, la columna fue 
equilibrada en el mismo buffer de corrida. Como control, se incluyeron en el diseño experimental 
dos proteínas monoméricas, globulares de peso molecular conocido, BSA (66 kDa) y Frataxina 
humana (14 kDa). En todos los casos se utilizó un flujo de corrida de 0.3 ml min-1 y un volumen 
de inyección de 100 μl. El procesamiento de datos se realizó con el software ASTRA (Wyatt 
Technology).  
Para el ensayo de desmultimerización se equilibró la columna en buffer Tris-HCl 20 mM, 
NaCl 100 mM, pH 8, con el agregado de 1 M de urea (condición subdesnaturalizante). 
Fluorescencia de tirosinas 
Dado que las variantes TcHPRT y TcHPRTH6 no poseen residuos de triptofano, el proceso 
de desplegado fue estudiado mediante el cambio en la intensidad de fluorescencia de tirosinas. 
Para realizar las curvas de desnaturalización química se utilizó como agente caotrópico urea, en 
soluciones de concentración 0 a 8 M. Cada muestra se incubó durante 4 hs a 25 °C.  
Las medidas fueron realizadas en un espectrofluorómetro equipado con una celda de 
cuarzo de 0.3 cm de paso óptico. Como longitud de onda de excitación se utilizó 275 nm, y la 
recolección de los datos de emisión fue realizada mediante espectros en el rango 280-450 nm.  
Los resultados presentes en el Capítulo 2, se realizaron utilizando el equipo Jasco FP-6500 
Spectrofluorometer ETC-273, en tanto que los presentes en el Capítulo 4, se realizaron en un 
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Aminco-Bowman Series 2 (AB2). En este último caso, como la proteína TcHPRTF164W posee en su 
secuencia un triptofano, se lo excitó selectivamente a 295 nm, con un espectro de emisión 
colectado entre 305 y 450 nm. 
Estabilidad 
La estabilidad proteica fue estudiada por desnaturalización térmica, mediante el aumento 
de la temperatura de trabajo de 4 a 80 ˚C, y por desnaturalización química mediante el agregado 
de urea en concentraciones crecientes. 
Térmico 
Para realizar este ensayo, se prepararon muestras de las proteínas a estudiar a diferentes 
concentraciones. A partir del gráfico de CD en el lejano, se determinó que el punto de máxima 
intensidad de señal era a 222 nm, motivo por el cual, para realizar la rampa térmica se seleccionó 
esta longitud de onda. El desplegado se realizó a una tasa de 1 °C min-1, inicialmente entre 
4 y 80 ˚C; sin embargo, al observar un precipitado blanco, indicativo de la agregación proteica, se 
repitieron las rampas entre 4 y 60 ˚C, que es el punto donde comienza la post-pendiente de 
desplegado, pero el proceso resultó igualmente irreversible. En ambas oportunidades, luego de 
alcanzar la temperatura final, se enfrió el sistema hasta 4 ˚C, para determinar si tal desplegado era 
reversible. En todos los casos, la colecta de datos se realizó cada 0.5 ˚C.  
Químico 
Para realizar este estudio de estabilidad, las muestras fueron incubadas por 16 hs con 
concentraciones crecientes del agente caotrópico urea, en buffer Tris-HCl 20 mM, pH 8, 
NaCl 100 mM. Seguidamente, se midió señal de fluorescencia intrínseca de tirosinas de las 
muestras dado que las proteínas no poseen en su secuencia residuos de triptófanos (Jasco FP-6500 
Spectrofluorometer ETC-273). Se utilizó 275 nm como longitud de onda de exitación, y 285 nm para 
la emisión. Dado que no se observó corrimiento del pico máximo, se graficó la intensidad en 
dicho punto para cada concentración de urea. 
Para estudiar la reversibilidad de la reacción, se incubaron muestras por 3 hs a 3, 6 y 8 M de 
urea y posteriormente fueron dializadas. Antes y después de la diálisis se midió la señal de 
fluorescencia como fue indicado anteriormente. 
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Capítulo 3 
Visualización de macromoléculas 
Para la visualización de las enzimas, así como también los alineamientos estructurales y la 
obtención de las imágenes, se utilizó el programa Yasara, (c) 1993-2014 de Elmar Krieger 
(Austria).  
Desorden 
Como se comenta en el texto, las predicciones de desorden se realizaron utilizando los 
algoritmos PrDOS, POODLE, IUPred y Disprot. Una vez obtenidos los resultados, se 
inspeccionaron y compararon. Valiéndonos de que PrDOS, permite la recuperación de los 
datos en forma de planilla Excel, realizamos gráficas de todas las especies estudiadas 
(aproximadamente 25, no todas fueron incluidas en el cuerpo del capítulo). Luego de constatar 
que todas las HPRTs poseían patrones similares de desorden, realizamos manualmente la 
búsqueda del pico máximo en la región central de cada molécula. A continuación, alineamos 
este máximo con respecto al de la secuencia de TcHPRT, generando el panel A de la Figura 3.4. 
Seguidamente, analizamos desde la CTR hacia el extremo opuesto, la cantidad de residuos con 
un desorden superior al valor 0.5, y los tabulamos generando el panel B de la misma Figura.   
TcHPRT digerida 
Para la obtención de esta variante se utilizó tripsina en relación 1/100 con la TcHPRTH6 y 
posteriormente, se detuvo la reacción mediante el agregado de PMSF o buffer de siembra para 
SDS-PAGE, según el caso.  
Para estudiar el estado oligomérico, se realizaron al menos 4 experimentos, en los que se 
frenó o no la proteólisis con PMSF. En los casos en los que no, se sembró la mezcla de enzimas 
directamente en la columna de exclusión. La actividad enzimática en función de PRPP y los 
estudios conformacionales se llevaron a cabo a partir de muestras recogidas directamente de la 
matriz de exclusión molecular acoplada al equipo de SLS. 
A continuación, se determinó la masa de cada producto de proteólisis por espectrometría 
de masas. 
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Capítulo 4 
Ensayo de actividad 
Para estos ensayos se utilizaron muestras de proteína diluida en buffer HEPES 10 mM, 
MgCl2 12 mM, pH 7.4. Todos los experimentos se realizaron a 25 °C a menos que se indique lo 
contrario. La determinación de la actividad fue realizada mediante un ensayo espectrofotométrico 
en el que se registra el cambio en el espectro de absorción de la mezcla a 245 nm, durante 100 seg; 
dicho cambio, ocurre como consecuencia de la formación de un enlace N-C en la posición 9 del 
anillo de la Hx, dando debida cuenta de la aparición del producto IMP. Para determinar los 
parámetros cinéticos, KM y Vmax, se realizaron tres curvas, cada una a una concentración fija y 
diferente entre sí, de uno de los sustratos (por ejemplo, PRPP) y variando la del otro (hipoxantina: 
Hx) y seguidamente se hizo lo propio de manera inversa. Posteriormente, se utilizó la traza 
temporal para calcular la velocidad inicial de la reacción (V0) entendida como el cambio de señal 
en función del tiempo en los primeros segundos (la pendiente inicial) para cada mezcla analizada. 
Con tales datos, se construyó el gráfico V0 en función de la concentración de cada sustrato y 
consecutivamente, se estimaron los parámetros mencionados.  
Los ensayos de inhibición siguieron protocolos similares a los anteriores. En esta 
oportunidad, se fijó la concentración de cada sustrato en un valor 2.5 veces mayor que KM, 
mientras que la del BP ensayado fue variable. 
Estrategia de clonado 
En el Capítulo 4, se introducen las variantes TcHPRTdCT y TcHPRTF164W. Para su obtención, 
se utilizaron las técnicas de biología molecular descriptas en relación al Capítulo 2. Sin embargo, 
cada mutante necesitó un tratamiento especial a la hora de obtener por PCR su secuencia 
codificante (Figura C.9).  
Para la obtención de TcHPRTdCT, se recurrió al uso del mismo primer Fw2 que para la 
obtención de las variantes anteriores, sin embargo, como primer reverse se utilizó uno que incluía 
un codón de terminación a continuación del residuo K199 (Tabla C.6). De esta manera se obtiene 
una proteína carente de la CTR y que tampoco posee una cola de histidinas. Los ciclos de 
clonado, fueron los mismos que para la PCR2 indicada anteriormente (Tabla C.2). El fragmento 
de PCR, se ligó a pGemT, y de este se subclonó a pET22b; una vez obtenida la construcción final, 
se utilizó para transformar células BL21 (DE3), para la posterior expresión de la enzima. Como 
molde de partida, se utilizó la construcción pET22b::TcHPRTH6. 
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Figura C.9. Obtención de las mutantes TcHPRTdCT y TcHPRTF164W. En ambos casos se utiliza el mismo 
primer Forward que para la generación de las variantes TcHPRT y TcHPRTH6 (antes llamado Fw2), que 
incluye el sitio de restricción para XbaI. En el caso de TcHPRTF164W, se utiliza también el mismo primer 
Reverse para la generación de TcHPRT y TcHPRTH6, que incluye el sitio XhoI. (A) Estrategia de clonado 
para la mutante abreviada de la enzima. Se precisa un primer Reverse que incluya un codón de terminación, 
luego del correspondiente al nucleótido K199. (B) Ligación por PCR. En un primer evento se realizan por 
separado las amplificaciones del fragmento A y del fragmento B, que incluyen el segmento común, M. A 
continuación, se realiza una PCR utilizando únicamente los primers Fw y Rev externos, la región M será 
complementaria entre las hebras y servirá como cebador, produciendo un único fragmento que incluye 
ambas secciones. 
Tabla C.6. Primers para la obtención de TcHPRTdCT y TcHPRTF164W. 
 
Subrayado, sitio de corte para XhoI. 
Itálica y negrita, codón de terminación (para generar la variante corta) 
Subrayado y negrita, codón que inserta la mutación F164W, tanto en FwM como en RevM 
La obtención de la secuencia codificante de TcHPRTF164W, se realizó por mutación y ligación 
por PCR. En un primer evento, se realizaron por separado las amplificaciones del fragmento A, 
con los primers Fw2 (el mismo que para las anteriores moléculas) y RevM (primer que realiza el 
reemplazo del codón TTT, por el con codón TGG, F164W); y del fragmento B, con los primers FwM 
(que incorpora la mutación y es complementario a RevM), y Rev (el mismo que se utilizó para la 
obtención de TcHPRTH6, que quita el codón de terminación, y permite incluir la cola de 
histidinas).  
De esta manera, se amplifica una sección común a ambos fragmentos, llamada M, que 
servirá de base para la ligación de los mismos. Los productos de PCR, se purificaron como se 
mencionó anteriormente, y se utilizaron como molde de una nueva reacción. En este siguiente 
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ciclo, sólo se incluyeron los fragmentos generados en el paso previo, y los primers externos Fw2 y 
Rev. Al realizar la fase de hibridación durante la siguiente PCR, la región M, ligó la hebra Fw y la 
Rev, de cada uno de los fragmentos, y sirvió como nuevo primer. La polimerasa, realizó la 
extensión en sentido 5’ a partir de estas regiones, que poseían ahora una nueva longitud. En los  
sucesivos ciclos, los primers externos sirvieron a la polimerasa para amplificar el producto ligado 
(Figura C.10). 
 
Figura C.10. Obtención de la variante TcHPRTF164W. Se presentan las corridas electroforéticas de los 
productos de PCR correspondientes al control con PCR2 (C+), la PCR final de obtención de la mutante por 
ligación de los fragmentos A de 501 bp (A), y B de 207 bp (B). 
Una vez obtenido el producto de PCR ligado, se realizó su ligación a pGemT, y de este, el 
subclonado a pET22B. La construcción final, se utilizó para transformar la cepa de expresión BL21 
(DE3), y a continuación se procedió a la expresión y purificación de la enzima. 
Luego de analizar mediante ensayos de expresión y colony PCR, los clones positivos de las 
construcciones en el vector pET22b, se obtuvieron en grandes cantidades por miniprep y se 
enviaron a secuenciar. En la Figura C.11, se muestra el resultado de tal secuenciación, utilizando 
como comparación la secuencia de TcHPRTH6. 
 
Figura C.11. Secuenciación de las nuevas mutantes. Como control de la secuencia, se incluye TcHPRTH6 
(H6). Se puede observar que TcHPRTF164W, efectivamente reemplazó la fenilalanina por el triptófano en 
posición 164 (óvalo gris). A su vez, esta variante posee una cola de histidinas que facilita su purificación 
(negrita y subrayado). Por su parte, TcHPRTdCT, no posee modificaciones respecto a la proteína de partida, 
su secuencia termina en el residuo K199, habiéndose efectivamente eliminado la CTR, y no posee la cola de 
histidinas de la muestra original.  
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Purificación de TcHPRTdCT y TcHPRTF164W 
La purificación de la variante TcHPRTdCT, se realizó inicialmente como se expuso para 
TcHPRT. Sin embargo, se observó que esta variante se adhería a la matriz de intercambio iónico, 
DEAE, con mayor afinidad que la variante de longitud completa. Comportamiento muy 
probablemente ligado a la pérdida de la región cargada positivamente, ocurrida con la truncación 
de la cadena. Por lo que se procedió a una elución en buffer Tris-HCl 20 mM, y NaCl 1M, que 
eficientemente la desprendió de la columna. Este producto, fue seguidamente precipitado con 
sulfato de amonio 70 %, frío, y a continuación, resuspendido y sembrado en la columna de 
exclusión G100. 
Por su parte, la variante TcHPRTF164W, se purificó utilizando su cola de histidinas. Se realizó 
la elución en presencia de 150 mM de imidazol, y seguidamente, una diálisis en 2 litros (en dos 
pasos) del buffer sin imidazol, tal como se reportó para la variante TcHPRTH6. Cabe destacar, que 
en este caso, también se experimentó una mayor adherencia de la proteína a la matriz, en 
comparación con la variante sin la mutación. Dinámicas moleculares de esta especie, y de 
TcHPRTH6, indicaron, que la presencia del triptofano en la posición 164, genera una exposición de 
la CTR en comparación con lo acontecido en la variante TcHPRTH6. Es posible que tal exposición, 
resulte en una adherencia mayor de la cola de histidinas a la matriz de niquel que explique la 
necesidad de mayores concentraciones de imidazol para la purificación.   
Capítulo 5 
Medios de cultivo 
DMEM/F-12: medio de cultivo comercial, adquirido en Gibco, para cultivo de células NS0. Se 
trata de una combinación de los medios DMEM y F12 que contiene 21 aminoácidos, 
10 vitaminas, hierro, zinc y glucosa, entre otros componentes. Como indicador de pH, se 
utiliza el rojo fenol. No contiene suero ni glutamina.  
DMEMs: DMEM/F12, suplementado con 10 % de SFB, y penicilina, estreptomicina y glutamina. 
LIT: del inglés, Liver Infusion Tryptose médium. Medio de cultivo para epimastigotes. Infusión de 
hígado 0,5 % p/v; triptosa 0,5 % p/v; NaCl 68 mM; KCl 5,3 mM; Na2HPO4 22 mM; 
glucosa 2 % p/v; hemina 0,02 mg/ml; suero fetal bovino (SFB) 10 % v/v; 
estreptomicina 100 μg/ml y penicilina 100 U/ml. 
MEM: Medio Mínimo Esencial, comercial, adquirido en Gibco para cultivo de células VERO e 
infecciones. Con estos objetivos, el medio debe ser suplementado con 2 mM de L-glutamina, 
100 U.ml-1 de penicilina, 100 μg.ml-1 de estreptomicina y 3 % de suero fetal bovino (SFB), a 
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37 °C y CO2 5 %. El MEM Contiene ácido fólico, glucosa, rivoflavina, aminoácidos, CaCl2, 
MgSO4, KCl, NaCl, entre otros componentes, y rojo fenol como indicador de pH. 
Curvas de crecimiento de epimastigotes de T. cruzi 
Se trabajó con epimastigotes de T. cruzi, en fase exponencial de 4 días de cultivo, cultivados 
en medio LIT. Se ensayaron diferentes concentraciones de los BPs, a fin de definir aquella que 
proporcione el mayor efecto inhibitorio a la menor concentración.  
En todos los casos, a menos que se indique lo contrario, el procedimiento fue el siguiente: se 
utilizó medio LIT suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, Natocor, Argentina), 
10 U.ml-1 de penicilina y 10 mg.l-1 de estreptomicina -ajustando el pH en cada caso. El día de la 
experiencia, se dispensaron 150 µl de cada BP en tubos eppendorfs de 1.5 ml, a fin de lograr las 
concentraciones indicadas más adelante, en un volumen final de 350 µl. A continuación, se realizó 
una dilución del reservorio de parásitos en el mismo medio de cultivo, de modo de adicionar 
200 µl a cada preparado de BP; y luego de homogeneizar la suspensión, se dispensaron 100 µl en 
cada pocillo de una placa de 96 espacios (p96). 
Para las Figuras 5.1 a 5.6, y la Figura 5.16, se determinó el promedio de los valores crudos 
de DO del control, y a continuación, se determinó el porcentaje de crecimiento de cada condición, 
en relación a este valor (incluyendo el cálculo para los controles). De esta manera, se obtuvieron 
para el control, valores entre 90 y 110 % de crecimiento. Seguidamente, se calculó el promedio del 
crecimiento porcentual y su desvío estándar (SD). 
En el caso de las Figuras con n>1, se realizó el promedio del triplicado de los valores de 
DO600 de cada experiencia, obteniendo un único valor de DO, al que se llamó n=1. Seguidamente, 
se procedió como se describió anteriormente, determinando el promedio de los valores de DO del 
control, y calculando el porcentaje de crecimiento de cada muestra respecto a este valor 
(incluyendo los valores del control). 
Análisis del ciclo celular en epimastigotes 
Para este experimento nuevamente se utilizaron epimastigotes cultivados en medio LIT. 
Luego de una incubación de 4 días en presencia o ausencia de zoledronato 0.8 mM, se tiñeron las 
células con ioduro de propidio y se analizaron las poblaciones mediante citometría de flujo. 
Para llevar adelante la experiencia, utilizamos epimastigotes en fase exponencial de 
crecimiento (día 4 post-repique), incubados a 28°C. Diluimos el cultivo en medio LIT a una 
densidad de 2.106 parásitos.ml-1 y, seguidamente, agregamos 20 mM de hidroxiurea (HU) disuelta 
en LIT, incubando por 24 hs a fin de sincronizar las células. Pasado ese tiempo, centrifugamos las 
muestras y quitamos la HU por medio de tres lavados con PBS 1X, estéril y frío (para asegurarnos 
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de que la hora inicial es realmente controlada); y seguidamente, resuspendimos los parásitos en 
medio LIT en presencia o ausencia de zoledronato 0.8 mM y continuamos con la incubación, 
colectando muestras a cada hora en los intervalos 0-7 y 14-21 hs.  
Realizamos la recolección de muestras tomando 1 ml de cultivo, a partir del cual  
recuperamos los parásitos por centrifugación a 5000 rpm durante 7 minutos a temperatura 
ambiente. A continuación, lavamos dos veces el pellet obtenido, con 1 ml de PBS 1X y 
EDTA 0,2 mM, y lo resuspendimos en 200 μl de esta misma solución. Seguidamente, fijamos los 
epimastigotes en suspensión, con 1 ml de etanol 70 %, frío (dispensado en tres partes, con 
agitación por vórtex entre cada una para evitar la formación de cúmulos o enredos entre los 
flagelos que afecten la medida en el citómetro), e incubamos a 4 °C por 24 hs.  
Finalmente, recolectamos las células fijadas por centrifugación a 5000 rpm, durante 
7 minutos a temperatura ambiente, y las resuspendimos en 300 µl de una solución de tinción que 
contiene PBS, 2 mM de EDTA, 0.66 ng.ml-1 de RNSasa y 166 µg.ml-1 de yoduro de propidio. 
Luego de una incubación de 30 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad, las muestras 
estuvieron listas para pasar por el equipo. 
Inhibición de progresión de la infección y diferenciación en la célula 
hospedadora 
Se utilizó la línea celular Vero (células epiteliales de riñón de mono), cultivadas en placas 
p96 y medio MEM 3% SFB. En una primera instancia se evaluó la citotoxicidad de los inhibidores 
sobre la línea celular mediante el ensayo de Alamar blue que permite estimar la proporción de 
células metabólicamente activas. Los inhibidores que no fueron tóxicos (o cuya toxicidad fue 
menor al 20 %) fueron aquellos utilizados para realizar el experimento.  
Se sembraron 1 x 104  células por pocillo y a las 24 h se infectaron con tripomastigotes que 
sobre-expresan beta galactosidasa (β–gal), en una relación (MOI) 10:1. Una vez establecida la 
infección se eliminaron los tripomastigotes sobrantes y se incubaron en el mismo medio de 
cultivo en presencia o ausencia de inhibidores. Se continuó el cultivo durante 96 h, al término de 
las cuales se monitoreó el estado de las células Vero al microscopio óptico y mediante el ensayo 
de β–gal se estimó la progresión del ciclo de infección (replicación de amastigotes y 
diferenciación al estadio de tripomastigote) en las diferentes condiciones. 
Ensayo de Alamar blue 
La resazurina, es un indicador redox que permite detectar la viabilidad de las células por la 
conversión de una tinción no fluorescente a un color rojo altamente fluorescente (resorufina), en 
respuesta a una reducción química del medio de cultivo, resultado del crecimiento celular. Tal 
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crecimiento, crea un ambiente reducido mientras que la inhibición del crecimiento, mantiene un 
entorno oxidado. La reducción de la resazurina puede monitorizarse midiendo la fluorescencia o 
la absorbancia. La reducción relacionada con el crecimiento, causa que el indicador redox cambie 
de oxidado (no fluorescente, azul) a su forma reducida (fluorescente, roja). La fluorescencia o 
señal colorimétrica generada del ensayo es proporcional al numero de células vivientes en la 
muestra. 
El ensayo se realizó sobre células Vero, crecidas en placa p96. Se sembraron 10000 células 
por pocillo en 100 µl de MEM, 10 % SFB. Se incubó por 24 hs y se reemplazó el medio por MEM 
3% SFB con las drogas de estudio, condición en la que se las incubó por 72 hs en estufa con 
CO2 5 % y a 37 °C. Pasado dicho tiempo, se reemplazó el medio por 100 µl de medio fresco y una 
alícuota de Alamar blue (cc final 0.01mg/ml). A continuación, y luego de una incubación de 
30 minutos, se midió la señal de fluorescencia a 37 °C. Para la excitación y la emisión, se utilizaron 
las longitudes de onda 530 nm y 590 nm, respectivamente. 
Ensayo de β-galactosidasa 
El ensayo se realizó sobre las células Vero, en placa p96. Se sembraron 10000 células por 
pocillo, que luego de una incubación de 24 hs, fueron infectadas en MOI (multiplicidad de 
infección) 10:1 con tripomastigotes que portan el gen para betagalactosidasa. Los parásitos que no 
lograron ingresar a las células, fueron retirados 24 hs después, al realizar un recambio de medio, 
por medio con cada droga de estudio. En estas condiciones, se incubaron las células por 72 hs.  
Antes de realizar la determinación, se monitoreó la infección al microscopio para asegurar 
que las células se encontraran intactas y no se hubieran lisado por una infección excesiva (ya que 
de ser este el caso, daría un falso negativo). A continuación, se extrajo el medio de cultivo y se 
remplazó por 100 µl de buffer de lisis, condición en la que se lo incubó por 15 minutos a 37 °C. 
Seguidamente, se adicionaron 100 µl de buffer de reacción, y se registró la absorbancia a 420 nm, 
durante los 30, 45 y 60 minutos siguientes. 
Composición del buffer de lisis: 25 mM de Tris-HCl, pH 7.8; 2 mM de EDTA; 1 % de Tritón X100; 
10 % de glicerol; 2 mM de DTT. 
Composición del buffer de reacción: 200 mM de Fosfato de Sódio (NaH2PO4/ Na2HPO4), pH 7.0; 
2 mM de MgCl2; 100 µM de β-mercaptoetanol; 1.33 mg ml-1 de ONPG. 
Estrategia de clonado en NS0 
Al iniciar el trabajo con la línea celular NS0, fue necesario contar con la capacidad de 
producir las proteínas con la maquinaria de la línea celular. Con ese objetivo en mente, se utilizó 
como vector de expresión el plásmido pIRES2-EGFP. Este plásmido permite obtener un RNA 
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mensajero bicistrónico, que codifica para la proteína de interés, bajo el promotor CMV del 
citomegalovirus humano, y para una versión mejorada de la proteína fluorescente verde (EGFP), 
codificada a continuación de la secuencia IRES. A su vez, los plásmidos generados pueden ser 
fácilmente purificados a partir de un cultivo de E. coli debido a que disponen de un origen de 
replicación eucariota y del gen de resistencia al antibiótico kanamicina.  
Para introducir las secuencias de TcHPRT y TcHPRTdCT en la región de clonado del 
plásmido, fue necesario diseñar primers que reemplazaran en pET22b::TcHPRTH6, los sitios de 
corte de las enzimas XbaI y XhoI, por los de XhoI y BamHI (Tabla C.7). Los ciclos de clonado, 
fueron los mismos que para la PCR2 indicada anteriormente (Tabla C.2). Cabe destacar que, a los 
fines prácticos y dada la similitud de la señal de exportación a glicosoma en tripanosomátidos, 
con la de exportación a peroxisoma en mamíferos, se realizaron las construcciones prescindiendo 
del tripéptido señal en la CTR (últimos tres residuos). De esta manera las HPRT son sintetizadas 
en el citoplasma, como suele ocurrir en mamíferos.  
Tabla C.7. Secuencia de primers utilizados. 
 
Subrayado, sitio de corte para XhoI (Fw) y BamHI (Rev). 
Itálica y negrita, codón de terminación que impide la inclusión de la 
señal de importación a glicosoma (tetrámero), o que genera la variante 
corta de la enzima (dímero). 
La producción de las construcciones se realizó por medio de la cepa Top10 de E. coli. Como 
vector de clonado, se utilizó el plásmido pGemT, y una vez liberado el inserto, se ligó a 
pIRES2-EGFP, previamente linealizado con las mismas enzimas. Cabe destacar que esta no fue 
tarea sencilla, ya que si bien contábamos con un buffer de reacción común a ambas, hallamos que 
BamHI no logra digerir las construcciones pGemT::HPRTs, si éstas se encuentran linealizadas. 
Finalmente, los posibles clones positivos de pIRES2::hprt, fueron verificados realizando una 
digestión con las enzimas indicadas -mediante la visualización en un gel de agarosa 1.2 %. La 
aparición de un fragmento de 700 pb, como resultado del proceso de corte con ambas enzimas, 
permitió seleccionar las muestras para la verificación final por secuenciación (Figura C.12). 
Electroporación 
Una vez obtenidas las construcciones se procedió a la transfección de la línea celular. En 
primer lugar, utilizamos 3x106 células, resuspendidas en 200 µl de PBS 1X estéril, a las que 
incubamos por 10 minutos con 10 µg de la muestra de ADN. Al cabo de dicho tiempo, realizamos 
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3 pulsos de electroporación (incubando 5 minutos en hielo entre cada uno) a 25 µF de 
capacitancia, ensayando una curva de voltaje a 0.2 v, 0.4 v, 0.8 v, 1 v y 1.2 v, a fin de determinar la 
mejor condición. Seguidamente, realizamos una incubación final de 20 min en hielo y 
resuspendimos cada muestra en 4 ml de DMEM suplementado, que luego fue divida en 2 pocillos 
de p6. Pasadas 24 hs, agregamos al medio el agente selector, G418 -en concentración de selección-, 
que recambiamos cada 4 días –en concentración de mantenimiento-. Para determinar los mejores 
voltajes de uso, analizamos el porcentaje de células vivas luego del proceso y, mediante 
fluorescencia en el microscopio, estimamos la cantidad de células expresando GFP. 
 
Figura C.12. Secuencia aminoacídica codificada en las construcciones pIRES2-GFP::TcHPRT, y 
pIRES2-GFP::TcHPRTdCT. Obsérvese que la molécula correspondiente al dímero, efectivamente no posee la 
CTR. Ambas moléculas tendrán localización citoplasmática, ya que no poseen la secuencia de importación a 
peroxisoma (SKY).  
Transfección por lipofectamina 
El día previo a la transfección se sembraron en placa de 24 pocillos (p24), 300.000 células 
por pocillo con un volumen final de 500 μl de DMEM, y se incubaron por 16 h en cámara a 37 °C. 
El día de la transfección se ensayaron las proporciones lipofectamina:ADN, 5:1; 3.5:1; 2.5:1 y 
1.25:1 y los lapsos de incubación 5 y 16 h, a partir de lo cual se determinó que las condición 
óptima de transfección se logra al cabo de las 16 h en la relación 3.5:1.  
Primeramente, se prepararon las diluciones de ADN y lipofectamina en medio DMEM libre 
de suero y antibióticos (DMEM base), ya que el suero puede interferir en la formación de 
complejos y los antibióticos pueden ser tóxicos para las células. Para ello se dispuso de 4 tubos 
eppendorf, dispensándose en el primero 192 µl de DMEM base y 8 µl de lipofectamina y en los 
siguientes 50 µl de DMEM base en cada uno y la cantidad de ADN a utilizar según el caso, 0.4 µg;  
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0.57 µg y 1.6 µg de ADN (Tabla C.8). Luego de 5 minutos, se combinaron las soluciones para dar 
lugar a la formación de los complejos; para ello, en cada tuvo conteniendo ADN, se adicionaron 
50 µl de la preparación de lipofectamina. Se incubaron los complejos por 30 minutos, luego de lo 
que se adicionaron los 100 µl en cada pocillo con células NS0 a tratar, las que se encontraban 
confluentes y en DMEM base.  
Tabla C.8. Masa de ADN en cada relación ensayada de lipofectamina. 
 
Luego de incubar por 16 h a 37 °C, se realizó el cambio a medio fresco libre de 
lipofectamina.  Las células fueron resuspendidas  pasadas las 24 h de incubación en dicho medio, 
y se distribuyó el contenido de cada pocillo en dos nuevos de una placa p6 con volumen final de 
2 ml, condición en la que se continuó la incubación por 24 h más. Pasado ese tiempo se agregó el 
medio de selección conteniendo G418 (neomicina). La concentración a utilizar fue determinada en 
un ensayo previo sobre la línea celular en el que se concluyó que 350 µg µl-1 de G418, permite la 
viabilidad del 50 % de las células en el término de 7 días. Al cabo de 3 días se reemplazó el medio 
por medio fresco con 200 µg µl-1  de G418, llamada Concentración de Mantenimiento, que permite al 
cabo de 7 días la viabilidad del 70 % de las células. 
Durante las siguientes dos semanas, se continuó cada 3 días remplazando el medio por 
medio con G418 de mantenimiento y al término de ese tiempo, se comenzaron a detectar las islas 
celulares de aquellas NS0 efectivamente transfectadas, mientras que aquellas células que no 
lograron incorporar el plásmido en el mismo tiempo, murieron. Los clones fueron resuspendidos 
y nuevamente sembrados en p24 conteniendo 500 μl de DMEM suplementado y G418 en 
concentración de mantenimiento. Posteriormente, fueron analizados mediante visualización por 
fluorescencia al microscopio.  
Ensayo de MTT 
Este ensayo se basa en la reducción metabólica del bromuro de 
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Una vez en las mitocondrias, el MTT es 
reducido por la succinato deshidrogenasa, para dar lugar al formazán, un cristal violáceo, 
insoluble en solución acuosa. El método se utiliza para definir actividad metabólica, ya que  por 
lo general, se la asocia a la proliferación celular (cuántos más cristales haya, más reducción y más 
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viabilidad). La lectura del resultado se realiza por absorbancia a 560 nm, previa la disolución de 
los cristales en dimetilsulfóxido (DMSO). 
Utilizamos esta técnica para medir proliferación sobre las células NS0. El ensayo se realizó 
en p96, luego de 5 días de incubación en la condición deseada (presencia o ausencia de BPs). A 
continuación se retiró el medio de cultivo de todos los pocillos y se reemplazó por 100 µl de 
medio fresco con el agregado de MTT, 0.4 mg/ml final. Se incubó por dos horas en estufa y al 
cabo de dicho tiempo, se retiró el medio y se resuspendieron los cristales en 200 µl de DMSO. 
Luego de su disolución, se registró la absorbancia a 560 nm. 
Acción de los BPs sobre las NS0 
Como mencionamos en el Capítulo 5, en esta sección desarrollaremos el protocolo de 
trabajo previsto, y también los resultados esperados según las posibles formas de acción de los 
BPs sobre la línea celular NS0. 
Como mencionamos anteriormente, si los BPs actuaran únicamente sobre la HPRT, anular 
la actividad HPRT en las células transfectadas, sin anular la síntesis de novo, sería difícilmente 
detectable y mucho más lo sería, discriminar entre BPs con diferentes efectos sobre la enzima. Por 
tal motivo, la viabilidad de las células transfectadas y de las que no lo fueron, serían similares en 
presencia de los BPs, pero diferentes a la viabilidad esperada para un cultivo en presencia de 
HAT (Tabla C.9, panel Efecto sobre HPRT). Por el contrario, si el efecto multitarget de los BPs 
fuese casi nulo sobre la HPRT, comparar la viabilidad de células transfectadas en presencia de los 
BPs, con o sin HAT, debería dar un resultado similar, y éste a su vez, sería similar al de la línea 
sin transfectar o con el plásmido vacío (Tabla C.9, panel Efecto nulo en HPRT). En tanto que una 
situación intermedia, mostraría que la viabilidad de la línea NS0 se vería perturbada y sería 
incluso más afectada si la célula dependiera para subsistir de la actividad HPRT (es decir, en 
presencia de HAT). En este caso, entre los diferentes BPs, cuanto mayor sea la diferencia 
observada en la viabilidad de las células transfectadas expuestas a los BPs, en presencia y 
ausencia de HAT, mayor será el efecto que tengan sobre la HPRT en cuestión (Tabla C.9, panel 
Efecto intermedio). 
En todos los casos, para asegurarnos de que la síntesis de novo se encuentre bloqueada, pero 
que la concentración de HAT no sea tóxica en exceso, debemos confirmar que las células 
transfectadas no expuestas a los BPs, pero sí a HAT, sobreviven; y que células NS0 expuestas a 
HAT, mueren. Como la concentración de HAT no se define para seleccionar HPRT+, sino para 
bloquear la síntesis de novo, el G418 es necesario para que no se pierda la HPRT (aunque esto 
podría ser sólo un tecnicismo). En ese caso, se puede remplazar NS0 por las células transfectadas 
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con pIRES, pero debemos asegurarnos de que en presencia de G418, las primeras mueran y las 
segundas no lo hagan. 
Tabla C.9. Resultados esperados, según sistema de acción de BPs 
 
1 pl vacío, se refiere a las células NS0 transfectadas con el plásmido pIRES2-EGFP. 
2 En el caso de tratarse de pl vacío, también se podría incluir G418 y el resultado debería ser el mismo. 
El diseño experimental que se resume en la Figura C.13., puede ser modificado de acuerdo 
a las siguientes variables. Considerando lo anterior, se prevé realizar una curva de 
concentraciones de HAT sobre las células con cada variante de HPRT, de modo de seleccionar 
una concentración que permita el desarrollo de las células transfectadas, pero que disminuya lo 
más posible la viabilidad de las células sin transfectar. Trabajando con HAT, pierde sentido 
utilizar G418, ya que forzosamente se estaría dando la selección de las células que expresen HPRT 
y solo sería recomendable si este ayudara a obtener una diferencia de comportamiento entre las 
células que expresan HPRT y las que no lo hacen. De ser este el caso, la concentración a utilizar, 
posiblemente sería la de mantenimiento, 200 µg.ml-1. De no ser el caso, las condiciones A, C, F y G 
se descartarían. 
 
Figura C.13. Disposición de las condiciones en una placa de 96 pocillos. En la parte superior, se indica el 
contenido de cada condición, las cruces indican que el compuesto se encuentra presente. En todos los casos 
se completará con medio de cultivo el volumen que sea requerido. En la parte inferior se indica la 
disposición en p96 de cada condición, las cruces indican pocillos que no son utilizados para evitar 
problemas de detección. Se prevé utilizar una placa por línea celular a analizar. Cada condición será 
realizada por triplicado (se destinan 3 pocillos para tal fin en cada caso). Las condiciones A, B, C y C, son 
aquellas donde se ensayan los BPs, por lo que además de los triplicados, se destina espacio para cada BP.  
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Por su parte, en función de los resultados obtenidos con Hoechst, sobre la línea celular en 
presencia de los distintos BPs, determinaremos la concentración a utilizar de cada uno. Una vez 
definidas las condiciones de trabajo, se procederá a evaluar el efecto de los bisfosfonatos sobre las 
líneas celulares NS0, y las transfectadas con el plásmido vacío, TcHPRT y TcHPRTdCT.  
Se prevé sembrar 10000 células por pocillo el día anterior, al inicio de la incubación con BPs, 
para dar lugar a la correcta adherencia de las células. A su vez, se trabajará en un volumen de 
120 µl finales de medio de cultivo, para los que se deberá preparar una concentración madre de 
3X de cada droga, de modo de alcanzar la condición deseada al combinarlas.  
Este procedimiento puede realizarse para cada BP estudiado, los relacionados con esta Tesis 
y aquellos nuevos que se incorporen en el futuro. Finalmente, en una etapa posterior, una vez 
determinada la selectividad por la enzima o con independencia de ello, se podrá analizar la 
citotoxicidad de los bisfosfonatos. Para ello, se calculará una especie de índice de selectividad (SI), 
que relaciona el valor de concentración inhibitoria media (HsGI50), obtenido a partir de las 
células que contienen la variante humana (HsHPRT), con la concentración inhibitoria media 
obtenida para aquellas células que incorporaron la variante TcHPRT (TcGI50). En ambos casos, 
GI50 refiere a la concentración a la cual la viabilidad de las células es del 50 %, referido al mismo 
tipo celular sin tratamiento con inhibidores. De esta manera y aplicando la ecuación, SI: 
HsGI50/TcGI50, se entenderá que los mejores inhibidores serán aquellos que posean un valor de 
SI alto. 
Anticuerpos para Western blot 
Se prepararon anticuerpos policlonales utilizando TcHPRTH6 como inmunógeno. Para tal 
efecto, se mezclaron en partes iguales hidróxido de aluminio al 4 % p/v y TcHPRT y esta 
emulsión fue utilizada para inyectar cada ratón, procurando inocular 250 μg de proteína por 
ratón. 
Se tomó una muestra del pre-inmune y se inmunizó a cada ratón los días 1, 7, 14 y 28. El día 
35 se tomó la muestra de sangre para corroborar el título de los anticuerpos. Para ello, se extrajo 
un volumen pequeño de sangre de la vena maxilar de cada ratón y luego de incubar a 37 °C por 
30 min se centrifugó a 3000 rpm durante 5 min, se alicuotó y almacenó el suero a -20 °C. El título 
alcanzado fue evaluado mediante un ensayo de ELISA (detección por quimioluminiscencia, 
ECL -Enhanced Chemiluminiscence, PIERCE-, Placas AGFA), y se realizó la colección final de sangre 
con un protocolo similar al descripto previamente. 
Capítulo 8   
- 226 - 
 
IFIs 
Para la impronta: en primer lugar, se expone un vidrio tratado con tinta hidrofóbica (que 
permite la incubación con mayores volúmenes sin derramamiento de líquido) a 20 µl de 
polilisina, por 30 minutos en cámara húmeda (procurando que no se seque).  A continuación se 
adhieren 20 µl de epimastigotes fijados en 4 % de TFA y se incuba por 30 minutos a temperatura 
ambiente (controlando en todo momento que la muestra no se seque). Finalmente, se lava 3 veces 
con PBS 1X (suavemente, pocillo por pocillo).  
Para la IFI: se permean los parásitos con 0.1 % de tritón X-100, para favorecer la correcta 
detección de las proteínas. Se bloquean los receptores FC con PBS-SFB 1 % durante 30 minutos, y 
se lava 3 veces con PBS 1X. A continuación se incuba cada pocillo con su anticuerpo primario 
(anti-HPRT, 1:50, generado en ratón; o anti-glicosoma, 1:100, generado en conejo), por 30 minutos 
en cámara húmeda. Seguidamente, se lava 3 veces con PBS-Tween 0.05 %, y se incuba con el 
anticuerpo secundario correspondiente. Para detectar HPRT, se utilizó un anticuerpo anti-ratón 
comercial, conjugado con fluorescente rojo (1:1000), en tanto que para la detección de glicosomas, 
se utilizó un anti-conejo comercial, conjugado con fluorescente verde (1:1000). A continuación, se 
lava 2 veces con PBS-Tween, y una vez con PBS 1X. Se incuba por dos minutos, con 20 µl de 
Hoechst 10 µg.ml-1, para la tinción de núcleos, y se lava con PBS para retirar el exceso. 
Finalmente, se realizó el montaje agregando 6 µl de Mowiol sobre las muestras, posicionando a 
continuación el cubreobjetos, y sellando con esmalte de uñas transparente. 
Análisis del procesamiento post-traduccional 
Se realizaron esfuerzos para analizar la expresión de la proteína en epimastigotes de T. cruzi 
cultivados en presencia y ausencia de zoledronato 1.6 mM (durante 4 días). Se utilizaron parásitos 
en fase exponencial, cultivados en medio LIT. Se lisaron en buffer Tris-HCl en presencia de 
Tritón X-100, EDTA y PMSF y posteriormente, se realizó un ensayo de Western blot (del 14 % 
acrilamida, membrana PVDF) utilizando los anticuerpos policlonales generados en el laboratorio 
(1:1000) y, como marcadores de peso molecular, TcHPRTH6 y TcHPRTdCT. 
TcHPRT en Leishmania tarentolae 
Todo el trabajo con esta cepa se llevó a cabo por el equipo de trabajo del 
Dr. Eduardo Howard en su laboratorio en el IGBMC, en Francia. Para el clonado se utilizó la cepa 
de E. coli, DH5α, y como molde se tomaron las construcciones pET22b::TcHPRT y 
pGemT::TcHPRTdCT. Como vector se expresión se utilizó el plásmido pLEXY, que permite 
fusionar la GFP en la región N-terminal de la proteína de interés. Una vez obtenidas las 
construcciones, se secuenciaron para corroborar su identidad (Figura C.14).  
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Figura C.14. Secuenciación de las fusiones. Se realizó un alineamiento de cada fusión con la secuencia de 
la GFP y de TcHPRT. Como puede observarse, la GFP se ubica en la NTR de cada fusión, y la secuencia de 
las variantes de TcHPRT, se ubican (sin mutaciones), en la CTR (rectángulos grises). Por su parte, 
únicamente la fusión con la TcHPRT de longitud completa posee el tripéptido de localización glicosomal 
(óvalo gris). La fusión con TcHPRTdCT, no posee los residuos de la CTR. 
Capítulo 6 
Difracción de rayos X 
Realizamos la medición de rayos X, con un haz de 5 x 10 µm de tamaño en la línea de 
microfoco PROXIMA-2A perteneciente a la Société Civile Synchrotron SOLEIL (Source Optimisée de 
Lumière d’Energie Intermédiaire du LURE), ubicado en Saint-Aubin, Francia. Para ello utilizamos un 
detector EIGER 9M, a una temperatura de trabajo de 100 K, con un ángulo de rotación total de 
180º y una oscilación de 0.1º. El tiempo de exposición por imagen elegido fue de 0,025 s (40 Hz) y 
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la longitud de onda utilizada 0,9801 Å. A su vez, trabajamos a distancias variables dependiendo 
de la calidad inicial de difracción, utilizando centrado automático por rutina Excenter y colectas 
clásicas y helicoidales (girando el cristal). Una vez colectados, procesamos los datos crudos 
utilizando el programa XDS con el script automático xdsme que incluye la indexación, la estrategia 
de colecta, la integración, el escalado y la conversión a formato MTZ del CCP4. 
Para realizar el reemplazo molecular se utilizó el programa Phaser-MR del paquete 
PHENIX, en su versión simple one-component interface y como modelo la cadena A, sin aguas, del 
PDB 5EUC (residuos 2-198). El refinamiento se realizó con Phenix refine. El análisis de los mapas y 
la visualización de las cadenas polipeptídicas, se realizó en COOT. 
Dockings 
Cabe destacar que los cálculos los llevó adelante enteramente el Dr. Lucas Defelipe, en 
FCEN. Para realizar los cálculos, en primer lugar se protonó el receptor (TcHPRTH6 PDB 5EUC) 
con tLeap de AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) y se convirtió el archivo de 
salida al formato MOL2 con OpenBabel 2.3.1 que realiza la asignación de tipos de átomos a Tripos 
5.2 y el cálculo de las cargas de Garsteiger. Seguidamente, se definió el sitio de unión mediante el 
Método de Ligando de Referencia, utilizando las posiciones de los ligandos cristalizados de 1TC2, 
previamente alineada estructuralmente con el modelo de 5EUC, y se desarrolló el protocolo de 
docking, realizando 50 determinaciones independientes para cada compuesto y eligiendo la 
posición de menor puntaje total de cada compuesto. A continuación, se utilizó el puntaje de 
interacción S inter para realizar la comparación entre los compuestos resultantes ordenándolos de 
menor a mayor S inter y luego analizando visualmente los primeros 1000 complejos obtenidos. 
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